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Préambule 
!
Les traitements contre le cancer ont fait l’objet de grandes avancées au cours des 
vingt dernières années. D‘une thérapeutique globale touchant l’ensemble des organes, avec 
la chimiothérapie systémique et/ou la radiothérapie, nous sommes passés à des traitements 
ciblés qui améliorent l’efficacité et diminuent la toxicité. Cependant, du fait d’effets 
secondaires encore mal maîtrisés et de l’apparition de résistances à ces traitements ciblés, il 
semble essentiel de développer de nouvelles stratégies antitumorales afin d’améliorer le 
pronostic et la qualité de vie des patients. 
Parmi les thérapies en développement, l’utilisation de gènes suicides semble être 
prometteuse. Elle se base sur l’expression dans la tumeur d’une enzyme métabolisant une 
prodrogue anticancéreuse en métabolites cytotoxiques. Les premiers essais précliniques 
démontrent l’efficacité de cette stratégie dans le traitement des tumeurs et ont conduit à la 
mise en place d’essais cliniques. 
Malheureusement, les premiers résultats ont été relativement décevants notamment du fait : 
1) Du faible niveau d’expression du transgène dans les tumeurs, 
2) D’une activité souvent modérée du transgène à métaboliser la prodrogue en 
métabolites cytotoxiques 
3) D’une faible diffusion de ces métabolites d’une cellule tumorale à l’autre. 
Pour toutes ces raisons, certains se sont posés la question du réel intérêt de cette technique 
en thérapeutique anticancéreuse.  
 L’amélioration des techniques de gène suicide est donc primordiale avant une 
utilisation potentielle en clinique. 
! )&!
 
L’objectif de ce travail s’inscrit dans cette nécessité d’améliorer la technique du 
gène suicide. Pour ce faire nous avons construit un nouveau gène suicide « optimisé » : le 
cytochrome P450 2B6 (CYP2B6) humain muté en fusion avec la NADPH CYP réductase 
permettant, par rapport au CYP2B6 sauvage, une métabolisation accrue d’une prodrogue, le 
Cyclophosphamide (CPA) en métabolites cytotoxiques. L’expression de ce gène in vitro et 
in vivo a permis de mettre en évidence des résultats particulièrement encourageants, qui 
pourraient conduire à terme à une future application clinique. 
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INTRODUCTION GENERALE 
 
 Malgré une incidence en hausse, 370 000 nouveaux cas en 2011, on observe, ces 
dernières années, une diminution de la mortalité par cancer et une augmentation de 
l’espérance de vie après un cancer (Institut de veille sanitaire, InVS). La survie relative à 5 
ans varie selon le type de cancer. Par exemple, sur les patients diagnostiqués en 2005, 38% 
guériront de leur cancer et 42% ont une survie relative à 5 ans supérieure ou égale à 80% 
(La situation du cancer en France en 2010, INCa). Cependant, le cancer reste la première 
cause de mortalité chez l’homme et la deuxième chez la femme derrière les pathologies 
cardiovasculaires. Les cancers les plus fréquemment diagnostiqués chez les hommes sont, 
dans l’ordre, poumon, colon et prostate ; tandis que chez les femmes il s’agit, dans l’ordre, 
des cancers du sein, colon et poumon. 
La chirurgie représente le traitement de première intention permettant une résection 
de la tumeur. La radiothérapie et la chimiothérapie sont couramment utilisées en deuxième 
ligne, afin d’éliminer les cellules tumorales ayant échappé à la résection et aux métastases 
ou micro-métastases. Certaines chimiothérapies sont cependant utilisées avant toute 
chirurgie, on les appelle chimiothérapies néo-adjuvantes, permettant de diminuer la taille 
des tumeurs avant résection. Les traitements mis en place diffèrent selon la localisation, le 
stade et la nature du cancer, ce qui fait qu’il ait plus approprié de parler « des cancers » au 
pluriel plutôt que « du cancer » au singulier. De la même manière, on peut parler « des 
chimiothérapies » au pluriel. 
 Le développement des premières chimiothérapies anticancéreuses chez l’Homme 
débute au début des années 1940. Elles sont développées après avoir fait le constat que la 
chirurgie seule, ou en association avec les premières radiothérapies ne suffisent pas à guérir 
! )(!
les patients. En 1939, Charles Huggins met au point une hormonothérapie à base 
d’œstrogènes afin de traiter des patients atteint de cancer de la prostate ,-.//012!314!-54/627!
)(&+8. Ceci lui a valu le prix Nobel de médecine en 1966, et a constitué le premier 
traitement ciblé. L’utilisation au cours des deux guerres mondiales de gaz moutarde aura le 
triste intérêt de mettre en évidence les effets antiprolifératifs de ces moutardes. On s’est 
alors rendu compte que des personnes exposées à ces gaz avaient une déplétion importante 
des cellules immunitaires au niveau des ganglions lymphatiques et de la moelle osseuse. 
,9:.;<=33:! 314! 9:.;<=33:7! )()(8. C’est alors qu’en 1942, deux pharmacologues de 
l’université de Yale, Alfred Gilman et Louis Goodman ont décidé d’utiliser les propriétés 
antiprolifératives de ces moutardes à l’azote pour traiter des tumeurs cancéreuses, en 
utilisant des prodrogues telles que le chlorambucil ou le cyclophosphamide. ,>0?;317!)(#%8 
,>554;31!6@!3?A7!)(#%8!
Dans les années 1950, les thiopurines ; 6-thioguanine et 6-mercaptopurine, ont été 
développées dans le traitement des leucémies ,-6046?<6:/6:!6@!3?A7!)($&8. Il s’agit d’analogues 
nucléosidiques qui vont s’insérer dans la double hélice d’ADN et entrainer la mort 
cellulaire. Dans le milieu des années 1950, le 5-Fluorouracile (5-FU) a été le premier agent 
chimiothérapique à avoir une action sur une grande variété de tumeurs solides ,-0@B=01/2!314!
C?0517!)($#8! ,C?051!6@!3?A7! )($#8! Il appartient à la classe des antimétabolites, analogues de la 
pyrimidine. 
Les années qui suivent, 1960, connaissent peu d’évolution, mise à part la découverte des 
vinca alcaloïdes ; taxanes qui vont avoir des effets sur le cytosquelette des cellules 
tumorales en prolifération.  
La principale avancée dans la chimiothérapie adjuvante, c’est-à-dire suivant la chirurgie, 
est la mise au point d’associations de chimiothérapie telles que CMF (Cyclophosphamide, 
! +*!
méthotrexate, 5-Fluorouracile), VAMP (Vincristine, Améthopterine (méthotrexate), 6-
Mercaptopurine, Prédnisone). 
Actuellement, les principaux agents cytotoxiques utilisés comprennent les alkylants, les 
antimétabolites ,93D67!)(('8, les taxanes ,E5F61!6@!3?A7!)(("8, les sels de platines ,G.6:@62!6@!
3?A7!+**"8, ou les inhibiteurs de topoisomérases ,H611D!314!E3/.?6D7!+**"8. L’inconvénient de 
ces molécules est qu’en agissant sur les cellules à division rapide, il n’y aura pas de 
discrimination entre les cellules tumorales et les cellules saines telles que les précurseurs 
hématopoïétiques, les cellules du tractus gastro-intestinal, qui sont des cellules à 
renouvellement rapide, pouvant entraîner de fortes toxicités ,H6I0@3!314!J=.7!+**'8. 
 
Aujourd’hui, des thérapies ciblées ont été mises au point. Contrairement aux 
chimiothérapies cytotoxiques qui vont principalement agir sur la division cellulaire en 
s’intercalant dans l’ADN, sans a priori, ces thérapies reposent sur une connaissance 
approfondie des mécanismes moléculaires mis en jeu ,9.;3:!6@!3?A7!+*)+8. Ainsi, grâce aux 
avancées des techniques de biologie moléculaire et cellulaire, il a pu être mis en évidence 
l’expression ou la surexpression de protéines, de récepteurs… au niveau de cellules 
tumorales. Ces protéines vont pouvoir être la cible de petites molécules qui vont interagir 
avec elles et inhiber leur action. Ainsi, ces molécules limiteront au maximum leur action 
aux cellules tumorales. Voici quelques exemples de cibles sur lesquelles agissent les 
thérapies ciblées : l’action pourra se faire, par exemple, au niveau de récepteurs 
membranaires en les bloquant, via des anticorps monoclonaux par exemple (trastuzumab, 
cetuximab…) ,H6?! K32@:5! 6@! 3?A7! +*)+8! ,>.0! 314! L=617! +*)+8 ; en bloquant les ligands des 
récepteurs membranaires (bevacizumab ciblant le VEGF) ,E:3/=0:5?0!6@!3?A7!+*)+8 ; ou encore 
en bloquant l’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase, en utilisant des inhibiteurs 
!!
Figure 1 : Schéma représentant la pression de sélection clonale des tumeurs 
(D’après Greaves et al., 2012)  
 
Evolution clonale des cellules cancéreuses. La pression de sélection permet à certains clones 
mutant de se développer et d’échapper à tout traitement. 
CIS : carcinome in situ 
Tx : thérapie !
! +)!
de ces enzymes (sorafenib, sunitinib…) ,9.457!+*)+8. Ces nouvelles molécules ont permis 
un gain d’efficacité, et sont moins toxiques pour le patient. 
 
 Malheureusement, malgré le bénéfice apporté par tous ces traitements, ils ne 
permettent pas de guérir tous les patients notamment en raison du développement de 
résistances ; aussi bien aux chimiothérapies conventionnelles qu’aux thérapies ciblées.  
Un des défis à prendre en compte dans le développement de nouvelles thérapies 
anticancéreuses, c’est la survenue de résistances, principales causes de l’échec des 
traitements. Elles peuvent être dues à des mécanismes intrinsèques à la tumeur, dans ce cas 
celle-ci est insensible à la chimiothérapie administrée, qui est donc inefficace pour le 
patient dès le début du traitement. Cela peut être la conséquence d’une mauvaise captation 
du médicament, d’une excrétion excessive de la drogue hors des cellules tumorales, d’une 
cinétique de métabolisation trop lente et/ou d’une mauvaise vascularisation de la tumeur 
,M6<.BB0!314!K0B=06?27!+*)"8. D’autre part des mécanismes acquis peuvent se mettre en place 
,N035!6@!3?A7!+*)"8! ,O62@!6@!3?A7!+*)"8!(figure 1). Une tumeur ayant été chimio-sensible, peut 
devenir résistante par des mécanismes tels que la diminution de la captation du 
médicament, l’augmentation de l’activité enzymes de conjugaison qui éliminent les 
composés cytotoxiques hors des cellules tumorales, mais aussi des enzymes de réparation 
de l’ADN, l’augmentation de l’expression de la cible pharmacologique (récepteur, protéine 
de signalisation…) par exemple. Dans ce cas le patient répond au traitement et bénéficie 
des avantages de celui-ci durant un certain temps puis devient réfractaire à cette thérapie. 
,C?!K33?5.P!6@!3?A7!+**(8!,N0?3@0!6@!3?A7!+*)+8!!
Une nouvelle voie conduisant à la résistance aux chimiothérapies concerne la présence de 
cellules souches cancéreuses dans les tumeurs ,M6D3! 6@! 3?A7! +**)8! ,>=03.:! 6@! 3?A7! +*)+8. Ces 
cellules seraient à l’origine de l’apparition de certaines métastases et de récidives. L’échec 
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des traitements sur les cellules souches cancéreuses, s’explique par leur faible potentiel de 
prolifération, alors que la majorité des thérapeutiques actuelles ciblent des cellules en 
division rapide. 
Une des causes les plus problématiques dans l’apparition de résistances est la sélection 
clonale d’une cellule tumorale ayant subi une succession de mutations la rendant insensible 
à toute chimiothérapie ,E320?6!314!QR?017!+*)+8. Ce genre de résistances est le résultat d’une 
évolution clonale et d’une sélection de cellules tumorales résistantes à tout traitement ,H03S!
6@!3?A7!+*)+8!,QR3:0B05!314!J3?4327!+*)"8. 
 
Un des moyens qui pourrait permettre d’échapper à ces résistances, est d’utiliser des 
associations thérapeutiques. Le ciblage des cellules souches cancéreuses pourrait également 
être une solution intéressante, ces dernières représentent un « réservoir »pour les récidives. 
En effet, étant donné que la plupart des thérapies anticancéreuses administrées s’attaquent 
principalement aux cellules à renouvellement rapide, celles-ci n’auront que très peu d’effets 
sur les cellules souches cancéreuses qui ne se divisent quasiment pas. L’amélioration de la 
compréhension la biologie des cancers et du microenvironnement tumoral a permis 
d’identifier de nouvelles cibles et d’envisager de nouvelles stratégies. L’onco-immunologie 
et l’immunothérapie connaissent une nouvelle orientation avec le développement de 
vaccins, ou d’anticorps monoclonaux provoquant  une réponse immunitaire dirigée contre 
la tumeur. ,-552!314!E:0@@617!+*)+8 De plus, le rôle de la mort immunogénique des cellules 
tumorales après un traitement chimiothérapique apparaît comme déterminant dans la 
réussite du traitement!,9:56;6:!6@!3?A7!+*)"8!,I3BB=6??0!6@!3?A7!+*)+8. 
La nécessité d’innover afin d’avoir des traitements performants amène à s’intéresser 
à de nouvelles stratégies. La thérapie génique est l’une des techniques envisageable. Dans 
la première partie de ce manuscrit, après un rappel sur le principe de la thérapie génique, 
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nous nous intéresserons à ses applications en thérapie anticancéreuse. Nous nous 
focaliserons sur l’une d’entre elles : la thérapie dite « gène suicide » encore appelée Gene 
Directed Enzyme Prodrug Therapy (GDEPT). 
!
Figure 2 : Principe générale de la thérapie génique. 
(D’après Catherine Caillaud pour le journal du CNRS, 2006) 
Représentation des 2 voies de la thérapie génique : in vivo et ex vivo. 
Les techniques in vivo consistent au transfert directement dans l’organisme d’un gène. 
Les techniques ex vivo consistent au transfert d’un gène dans des cellules en culture qui seront 
réinjectées au patient. 
!
Figure 3 : Protocole de l’expérience de Lederberg et Tatum sur le transfert de matériel 
génétique entre bactéries.!
(D’après The Science of Biology, 8th edition, 2008)!
Des bactéries de différentes souches, poussant des milieux de culture supplémentés par des 
acides aminés de sélection, sont mélangées. Les bactéries sont ensuite réensemencées dans 
des boîtes de pétri contenant différents milieux de culture de sélection puis on observe le 
nombre de colonies qui poussent"!
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Partie I :  La Thérapie génique du cancer 
 
CHAPITRE I Thérapie Génique et Cancer 
 La thérapie génique, en général, consiste en l’introduction, dans une cellule cible 
d’un gène thérapeutique dans le but de produire une protéine absente ou sous-exprimée, et 
en particulier de produire une protéine pouvant entrainer la mort cellulaire en thérapie 
anticancéreuse (figure 2). Seule la thérapie génique somatique est autorisée chez l’Homme. 
Depuis les années 1930 et la découverte du potentiel de transfert de gène entre 
micro-organismes, les chercheurs ont développé ces techniques in vitro puis in vivo ,O0:@=!
314! T?3U-6:@@.3?37! +*)"8! (figure 3). En 1958, Joshua Lederberg a reçu le Prix Nobel de 
médecine pour ses découvertes sur les transferts de matériel génétique entre deux bactéries 
,V3@.;!314!W646:<6:/7!)(#&8. La possibilité d’utiliser des virus comme vecteurs de transfert a 
été envisagée lorsqu’a été mise en évidence l’insertion de matériel génétique étranger dans 
un chromosome de cellule infectée par un virus SV-40 ,L3;<:55X!6@!3?A7!)(%'8A!C’est en 1966 
qu’Edward Tatum évoque la possibilité d’utiliser des virus pour transférer des gènes dans 
des cellules somatiques avec une visée thérapeutique. Mais il faudra attendre 1989 pour que 
la première autorisation de conduire un essai de thérapie génique chez l’Homme soit 
attribuée par le Recombinant DNA Advisory Committee (RAC) aux Etats-Unis. Dans ce 
travail, des lymphocytes ont été modifiés génétiquement à l’aide d’un rétrovirus puis 
réinjectés à des patients atteints de mélanome ,M5261<6:/!6@!3?A7!)((*8A!Cinq patients ont été 
inclus dans cette étude. Des lymphocytes, infiltrant les tumeurs, ont été prélevés chez ces 
patients puis mis en culture durant 30 à 65 jours. Au bout de 8 à 19 jours une partie des 
cellules des patients ont été infectées à l’aide d’un vecteur rétroviral permettant 
!!
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Figure 4 : Principe et protocole de la thérapie génique des enfants atteints de SCID-X 
(D’après Fischer et al., 2002) 
 
Les cellules CD34+ sont incubées, ex vivo, en présence de rétrovirus permettant l’expression 
du gène du récepteur gamma des cytokines. L’ARN viral est rétrotranscrit en ADN qui va 
s’intégrer au génome de la cellule 
 
De la moelle osseuse du patient est prélevée et les cellules CD34+ sont sélectionnées. Ces 
cellules sont dans un premier temps incubées avec des cytokines qui vont entrainer des 
signaux de survie et de prolifération, avant d’être infectées avec les rétrovirus, contenues dans 
des sacs en présence de fibronectines qui vont faciliter les interactions cellules-virus. Après 
quatre jours de procédures, les cellules sont lavées et injectées au patient par voie 
intraveineuse, sans thérapie additionnelle.  
!
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l’expression du gène de résistance à la néomycine. Plusieurs cycles d’injection de cellules 
lymphocytaires génétiquement modifiées et d’IL2 ont été réalisés, variant d’un patient à 
l’autre. Des expériences de PCR ont pu mettre en évidence l’expression du transgène chez 
les patients, de manière prolongée dans le temps et sans prolifération clonale. Il s’agit du 
premier protocole mettant en évidence la faisabilité de la technique de transfert de gène 
chez l’Homme.! L’année suivante, la FDA (Food and Drug Administration) autorise un 
protocole utilisant cette fois-ci un gène thérapeutique, l’adénosine désaminase, chez deux 
enfants souffrant d’une déficience en cette enzyme induisant une immunodéficience sévère 
,E?3626!6@!3?A7!)(($8. Les résultats ont été modestes mais ont permis de montrer la faisabilité 
de la technique. Les essais se multiplient dans les années 1990 jusqu’au jour où un patient 
est mort du fait de la thérapie génique. Ce patient de 18 ans, atteint d’une déficience en 
ornithine transcarbamylase a été inclus dans un essai utilisant un vecteur adénoviral pour 
transférer le gène de l’ornithine transcarbamylase. Cependant, il succomba quatre jours 
après l’administration d’une dose excessive d’adénovirus entrainant un choc 
anaphylactique provoqué par une très forte réponse immunitaire ,J3:;617! +**)8 ,L@5?<6:/7!
)(((8!,T3:<5:5./=!314!L=3:R7!+**(8.  
 En 2000, les premiers succès de la thérapie génique sur des enfants atteints 
d’immunodéficience sévère, ont fait renaître de grands espoirs quant au développement de 
cette stratégie ,J3F3SS313UJ3?F5! 6@! 3?A7! +***8A!Des enfants atteints d’un déficit immunitaire 
combiné sévère lié à X1 (X1-SCID (X-linked sévère combined immunodeficiency ; 
déficience liée au chromosome X) ; déficience dans un récepteur à l’interleukine, qui 
touche les garçons) ont pu être guéris grâce au transfert dans leurs propres cellules souches 
hématopoïétiques du gène du récepteur gamma à l’interleukine 2 (IL2RG) (figure 4). Pour 
cela, des cellules souches hématopoïétiques des patients ont été prélevées puis infectées, ex 
vivo, à l’aide d’un vecteur rétroviral  permettant l’expression du gène IL2RG. Après 
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expansion des cellules en culture, celles-ci ont été réinjectées au patient afin qu’elles 
recolonisent la moelle osseuse et se différencient en cellules immunitaires avec une 
expression correcte d’IL2RG. Malheureusement, la survenue d’évènements graves comme 
des leucémies, quelques années après le début du traitement, chez certains enfants pose la 
question de l’innocuité des vecteurs utilisés. Deux enfants traités ont développé une 
prolifération anarchique de lymphocytes T du fait d’une mutagenèse d’insertion survenue 
au locus du proto-oncogène LMO-2. Trois autres enfants traités ont connu une prolifération 
clonale de lymphocytes T, entraînant l’arrêt immédiat de l’essai en cours ainsi que le 
développement d’autres durant plusieurs années. Plus de dix ans plus tard, les essais ont 
repris et les enfants traités pour leucémie se portent bien, mais la question de la sécurité liée 
à l’utilisation de vecteurs rétroviraux se pose. 
 
Plus récemment, des études ont été menées sur une pathologie affectant le système 
nerveux : l’adrénoleucodystrophie liée au chromosome X. Cette maladie qui touche les 
jeunes garçons entre 5 et 12 ans dans sa forme cérébrale et les jeunes hommes entre 20 et 
30 ans dans une forme appelée adrénomyéloneuropathie, entraînant notamment des 
paraplégies, est due à un déficit en une enzyme du métabolisme et du transport des acides 
gras (ALD), codée par le gène ABCD1 (ATP-binding cassette D1).  
La seule thérapie actuellement disponible, consiste à la transplantation allogénique de 
cellules souches hématopoïétiques. Bien que la technique soit efficace dans une majorité de 
cas, elle se heurte cependant à la disponibilité de donneurs compatibles ,J3:@06:!314!Q.<5.:/7!
+*)*8. 
L’idée de l’équipe de Nathalie Cartier, a été de corriger ce déficit en introduisant le gène 
fonctionnel dans des cellules souches hématopoïétiques du patient. Le protocole consiste à 
prélever des cellules souches hématopoïétiques du patient puis de les isoler en culture ; 
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après quoi ces cellules sont infectées à l’aide d’un lentivirus recombinant, dérivé de VIH-1, 
afin de leur faire exprimer le gène déficient ABCD1. Le patient est ensuite préparé pour 
que les cellules lui soient réinjectées ; il est alors placé en aplasie médullaire après 
traitement au cyclophosphamide et busulfan, deux puissants immunosuppresseurs à forte 
dose. Les cellules génétiquement modifiées sont alors injectées au patient ,E0PP0!6@!3?A7!+*))8. 
Quatre patients ont été inclus dans une étude clinique de phase I/II pour montrer l’efficacité 
du traitement. Les premiers résultats à long terme ont été obtenus sur deux patients : il 
s’agit de deux enfants de 7 ans et 7 ans et demi au moment de l’inclusion dans l’étude. 
Après réinjection des cellules génétiquement modifiées, une amélioration globale des 
signes cliniques a pu être observée, avec une persistance dans le temps sans rechute plus 
d’un an après le début du traitement ,J3:@06:!6@!3?A7!+**(8.  
D’autres types de leucodystrophies, par exemple la leucodystrophie métachromatique, sont 
étudiées afin de pouvoir être traitées par transfert de gène. Il s’agit d’une maladie 
neurodégénérative causée par un déficit en une enzyme lysosomale : l’arylsulfatase A 
lysosomale (ARSA). Des essais ont été réalisés en utilisant un vecteur AAV, les premiers 
protocoles chez le primate non-humain ont permis de mettre en évidence la faisabilité et la 
non-innocuité des vecteurs ,L6F01!6@!3?A7!+**%8 ,J5??6!6@!3?A7!+*)*8. 
Aujourd’hui, pour une majorité de personnes encore, la thérapie génique ne 
concerne que les maladies génétiques rares. Les maladies candidates à la thérapie génique 
sont des maladies monogéniques, héréditaires, telles que l’hémophilie, la mucoviscidose… 
dont la cause est le mauvais fonctionnement d’un gène. Or, actuellement à travers le 
monde, le cancer arrive en tête des indications d’essais cliniques de thérapie génique devant 
les maladies monogéniques et les maladies cardiovasculaires. En 2013, 64.3% (1223) des 
essais cliniques de thérapie génique concernaient des stratégies anticancéreuses 
(http://www.abedia.com/wiley/indications.php); ce qui fait que des maladies infectieuses, 
!
Figure 5 : Répartition des essais cliniques de thérapie génique en fonction des 
pathologies traitées (http://www.abedia.com/wiley/indications.php). 
 
Statistiques pour l’année 2013. Le cancer représente la grande majorité des essais de thérapie 
génique menés à travers le monde. 
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ou dues à des anomalies génétiques multiples et acquises comme par exemple le cancer 
sont aussi de bons candidats à la thérapie génique (figure 5). 
Des exemples de thérapies géniques appliquées au cancer seront décrits dans la suite de ce 
manuscrit. 
 
I Stratégies antitumorales 
I.1 Gènes suppresseurs de tumeurs 
Les gènes suppresseurs de tumeur, aussi appelés anti-oncogènes, jouent un rôle 
essentiel dans l’homéostasie cellulaire. Dans les cellules cancéreuses leur expression est 
très fréquemment déficiente voire absente du fait de mutations ponctuelles, de délétions ou 
d’insertion dans le génome de la cellule ,K.??6:! 314! I5.24617! +*)"8! ,93@5=! 6@! 3?A7! +*)"8!
,Y0;51Z0B!314!N5R62B.7!+*)+8. Parmi les gènes suppresseurs de tumeur on peut citer PTEN, 
p53, p16, FHIT, RASSF1, APC, RB1, WT1, MLH1… Le gène p53 est muté dans une 
majorité de cancer ,I5/6?2@601! 314! 901S?6:7! )((+8A!D’autres gènes suppresseurs de tumeurs 
sont plus spécifiques d’un type de cancer, comme par exemple les gènes BRCA 1-2 dans 
les cancers du sein et des ovaires ,LB.??D7! +***8. Les gènes suppresseurs de tumeur vont 
coder pour des protéines agissant notamment sur le cycle cellulaire pour réguler la 
croissance, la prolifération et la mort cellulaire ,K.??6:!314!I5.24617!+*)"8! ,V5@51B=D!6@!3?A7!
+*)"8. 
Il a été montré expérimentalement ,I61@.:3! 6@! 3?A7! +**&8! que la réintroduction d’un gène 
suppresseur de tumeur fonctionnel dans des cellules tumorales entrainait une régression 
tumorale, notamment due à l’apoptose et sénescence de celles-ci ,[.6!6@!3?A7!+**&8.  
!!
Figure 6 : Flacon de Gendicine® première thérapie anticancéreuse commercialisée au 
monde 
 
 
La Gendicine® est la première thérapie génique anticancéreuse commercialisée au monde ; 
mais limitée au seul marché chinois à l’heure actuelle. 
Il s’agit d’un vecteur adénoviral permettant l’expression de la protéine p53. 
!
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Partant de ce constat, l’idée a donc été de réintroduire le gène suppresseur de tumeur 
déficient ou absent par transfert de gène. 
 
En 1996, Roth et al. ont été les premiers à tester une thérapie génique utilisant le 
gène p53 chez l’Homme à l’aide d’un vecteur rétroviral, dans des cas de cancers du 
poumon ,M5@=! 6@! 3?A7! )((%8. L’injection intratumorale du vecteur exprimant le gène p53 
humain, sous le contrôle du promoteur de la ß-actine, a été réalisée par une méthode 
bronchoscopique. Neuf patients ayant un cancer du poumon, et pour lesquels les traitements 
avaient échoué, ont été inclus dans cet essai de phase I. Les résultats obtenus ont permis de 
mettre en évidence une mort cellulaire par apoptose dans la tumeur après injection du 
vecteur. De plus chez 3 patients une régression de la tumeur a été mise en évidence, et chez 
3 autres une stabilisation de la taille. 
D’autres ont, par la suite, mené des essais cliniques (principalement phase I/II) en 
transférant le gène p53 sauvage, par voie systémique ou en injection intratumorale ; dans 
différents types de cancer ,W31/!6@!3?A7!+**"8!,O5?P!6@!3?A7!+**#8!,V5?B=6:!6@!3?A7!+**%8!,L=0;343!6@!
3?A7!+**%8!,9664D!6@!3?A7!+**'8!,>.31!6@!3?A7!+**(8!,L61S6:!6@!3?A7!+*)"8A!Si ces études ont permis 
de montrer la faisabilité et la non-toxicité de la méthode, les effets sur les signes cliniques 
ont été modestes, se limitant le plus souvent à la zone d’injection du vecteur. Des essais 
utilisant des nanoparticules ont été menés. Ces dernières permettent de mieux cibler les 
tumeurs et les métastases de par leur taille. 
En 2003, la Chine a été le premier pays à commercialiser un vecteur adénoviral, 
sous le nom de Gendicine®, permettant l’expression de la protéine humaine p53 ,N61/7!
+**$8! ,O0?2517! +**$8 pour le traitement des cancers ORL (figure 6). Des essais cliniques 
sont également en cours pour le traitement de toutes les tumeurs solides. Lors des phases de 
développement, en phases II/III, 135 patients atteints de tumeurs ORL ont été inclus dans 
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ces essais entre novembre 2000 et mai 2003, et ont reçu 8 injections (une par semaine, soit 
8 semaines de traitement) du vecteur adénoviral dans la tumeur, en association avec des 
cures de radiothérapie. 64% des patients ont eu une régression totale de la tumeur et 29% 
une régression partielle. D’un point de vue sécurité et tolérance, aucun effet secondaire 
notoire n’a été mis en évidence durant l’étude. Plus tard, 240 patients atteints de différentes 
tumeurs solides ont été traités avec Gendicine® en association avec de la radiothérapie et il 
a été montré que l’efficacité du traitement était améliorée d’un facteur 3,4 en présence de 
Gendicine® ,N61/7! +**$8. Cependant la Gendicine® n’a jamais reçu d’autorisation de mise 
sur le marché en Europe et aux Etats-Unis, ne se limitant qu’au seul marché chinois. 
Certains experts occidentaux reprochent un manque de transparence sur la publication des 
résultats et de toutes les données cliniques, allant jusqu’à remettre en cause les résultats 
obtenus.  
Malgré cela, de nouveaux vecteurs avec le gène p53 sont en cours de développement à 
travers le monde, et les résultats obtenus in vitro restent encourageants et prometteurs.  
Des études sont actuellement menées pour mettre au point de nouveaux gènes suppresseurs 
de tumeurs à transférer dans les tumeurs, parmi lesquels PTEN par exemple ,K3@=6\2!6@!3?A7!
+*)+8!,W0!6@!3?A7!+*)"8A 
 
 I.2 Thérapie Génique et Immunothérapie 
antitumorale 
 De nombreux scientifiques sont d’accord pour dire que le développement de la 
résistance de certains cancers serait, notamment, dû à un défaut du système immunitaire qui 
considère alors les cellules tumorales comme du soi. Le microenvironnement tumoral joue 
un rôle essentiel dans le développement d’une tolérance immunitaire vis-à-vis des cellules 
!!
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Figure 7 : Schéma du mécanisme d’action du Sipuleucel-T (Provenge®) 
(D’après Geary et al., 2013)  
 
Des cellules présentatrices d’antigènes maturées in vitro avec une protéine de fusion GM-CSF 
/ PAP (phosphatase acide prostatique) (1) vont migrer vers la rate où ils vont présenter 
l’épitope de l’antigène PAP en association avec les molécules du CMH de classes I et II 
(flèches pointillées). Les Sipuleucel-T + cellules présentatrices d’antigènes activent les 
lymphocytes T CD4+ (2), produisant de l’IL2 (3b) qui va agir sur les lymphocytes T 
CD8+spécifiques de PAP qui vont interagir avec le sipuleucel-T / cellules présentatrices 
d’antigènes (3a). Ces lymphocytes T vont ensuite induire l’apoptose des cellules tumorales 
(4). 
 
MHC : Major histocompatibility class (complexe majeur d’histocompatibilité) 
IL-2: Interleukine 2 
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tumorales, faisant intervenir un certain nombre d’acteurs parmi lesquels : des cellules 
présentatrices d’antigènes, des lymphocytes T régulateurs, des cytokines… Il a d’ailleurs 
été montré, par exemple, que les tumeurs ayant un microenvironnement dans lequel était 
présente une population importante de lymphocytes T régulateurs (LT rég), étaient de 
moins bon pronostic que celles avec une faible proportion de LT régulateurs ,Q45@6F0!6@!3?A7!
+*)*8. Des recherches permettant de stimuler les défenses immunitaires contre les tumeurs 
sont en cours, dont certaines sont basées sur le transfert de gène. 
Cela consiste en la modification ex vivo de cellules dendritiques de patients, qui, réinjectées 
dans la circulation, vont être capables d’induire une réponse immunitaire contre la tumeur. 
L’idée est d’utiliser les propriétés de cellules présentatrices d’antigène. Les cellules 
dendritiques du patient sont prélevées, mises en culture, et infectées par un vecteur viral 
recombinant (l’utilisation de vecteurs non viraux est aussi envisageable) permettant 
l’expression d’un antigène tumoral. Aujourd’hui le sipuleucel-T (ou Provenge®) est le 
premier traitement à base de cellules dendritiques à avoir reçu une autorisation de mise sur 
le marché par la FDA aux Etats-Unis (avril 2010) et à être indiqué dans les cancers 
métastatiques de la prostate. Ce traitement est basé sur le prélèvement de précurseurs de 
cellules dendritiques qui seront mises en culture au contact d’une protéine de fusion 
appelée PA2024 ,]3=102B=! 6@! 3?A7! +*)*8! ,J3:<3??045! 314! G02=;317! +*))8 composée de la 
phosphatase acide prostatique (PAP) et de GM-CSF ,>63:D! 6@! 3?A7! +*)"8! (figure 7). Les 
résultats obtenus restent modestes puisque le traitement ne permet d’augmenter l’espérance 
de vie que de 4 mois seulement. 
Une autre méthode visant également à stimuler les cellules présentatrices d’antigène 
dans le traitement immunologique des tumeurs est le développement de vaccins 
thérapeutiques contre le cancer. Il s’agit de « DNA vaccines », c’est-à-dire de transfert 
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d’une séquence d’ADN, un gène, qui codera pour une cytokine, un facteur de croissance, 
un antigène tumoral, par exemple ,L615F0??3!6@!3?A7!+*)"8. Basé sur le même principe qu’un 
autre transfert de gène, ils seront administrés via un vecteur de transfert, mais les plus 
développés actuellement sont basés sur des plasmides. Après transfection des cellules 
cibles, celles-ci vont être capable d’exprimer l’antigène sous forme de protéine ou de 
peptide avec l’avantage de subir les mêmes remaniements post-traductionnels que 
l’antigène tumoral. L’expression de cet antigène dans les cellules transfectées doit 
permettre d’induire une réponse immunitaire cellulaire spécifique dirigée contre cette 
protéine ,K3BX06\0BS!314!K3BX06\0BS7!+*)*8.  
A l’heure actuelle, les essais cliniques menés ont montré des résultats modestes, notamment 
en raison du faible nombre de cellules transfectées et présentant donc l’antigène ,N?3@67!
+*))8 ,T3;343!6@!3?A7!+*)"8. Des recherches sont menées afin de perfectionner les systèmes 
d’immunothérapie en permettant une expression plus importante de l’ADN transfecté ou en 
favorisant la réponse immunitaire grâce à l’ajout d’adjuvants ,L=.:01!6@!3?A7!+*)*8. De plus de 
nouvelles stratégies de vaccinations ont montré des résultats précliniques encourageants. 
Une autre technique de thérapie génique appliquée au cancer, la « gene directed 
enzyme prodrug therapy (GDEPT) », sera abordée après avoir décrit les différents types de 
vecteurs de transfert de gène actuellement utilisés ou en développement en clinique. 
 
II Les Vecteurs de Transfert de Gène 
 Le succès de la thérapie génique repose en grande partie sur une bonne stratégie de 
transfert de gène et donc dans l’efficacité du vecteur de transfert. Les vecteurs peuvent être 
définis comme des véhicules utilisés pour le transfert d’ADN ou d’ARN dans les cellules. 
 !!
Figure 8 : Vecteurs viraux et non viraux utilisés dans des protocoles de thérapie génique 
(http://www.abedia.com/wiley/indications.php) 
Les vecteurs viraux sont majoritairement les plus utilisés ; les adénovirus étant les plus 
utilisés bien que la proportion diminue depuis quelques années. 
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Du fait de sa nature chimique, polyanionique (charges négatives des phosphates), et de sa 
taille, l’ADN est quasiment incapable de pénétrer passivement dans les cellules. C’est la 
raison pour laquelle il est nécessaire d’utiliser des vecteurs (physiques, chimiques ou 
biologiques) pour transférer l’ADN dans les cellules.  
Le vecteur idéal doit permettre une transfection efficace et sélective de sa cible ; il doit 
permettre une bonne expression du transgène ; il ne doit pas être toxique et il doit être facile 
à produire. 
Les vecteurs de transfert utilisés dans les essais cliniques et en développement 
peuvent être divisés en deux groupes : les vecteurs viraux et les vecteurs non viraux, dont 
nous verrons ici les principaux (figure 8). 
 
 II.1 Les vecteurs viraux 
 Les vecteurs viraux sont issus de virus génétiquement modifiés ,O3:15BX! 6@! 3?A7!
+*))8. Ils ont été développés en remplaçant des gènes non essentiels impliqués dans la 
réplication virale, la production de protéines pathogènes… par des gènes thérapeutiques. 
Pour réaliser le transfert du gène à l’aide d’un vecteur viral, on se base sur le cycle viral 
naturel d’infection, qui consiste en l’introduction puis l’expression du génome viral dans la 
cellule infectée ,I311.BB0!6@!3?A7!+*)"8. Ainsi, après pénétration du vecteur viral celui-ci va 
soit libérer son matériel génétique dans le cytoplasme (état épisomal), soit s’intégrer dans le 
génome de la cellule cible ; puis grâce à la machinerie cellulaire, la ou les protéines codées 
par le génome du vecteur (transgène) seront exprimées. 
A l’heure actuelle les virus représentent les vecteurs les plus utilisés dans les protocoles de 
thérapie génique puisqu’ils représentent plus des trois quarts des vecteurs utilisés. Les 
vecteurs viraux utilisés sont principalement basés sur des virus non réplicatifs, pour des 
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Tableau 1 : Propriétés des principaux vecteurs viraux utilisés en thérapie génique 
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raisons de sécurité, exceptés les virus oncolytiques, qui ne sont utilisés qu’en thérapie 
génique du cancer ,Q?6;31D7!+*)+8!,Q?6;31D7!+*)"8.  
L’un des inconvénients des vecteurs viraux est la taille limitée du transgène que l’on peut 
insérer. La production à grande échelle des vecteurs viraux reste compliquée et les titres 
obtenus sont modestes pour certains. De plus les techniques de production des vecteurs 
viraux font intervenir des lignées cellulaires (le plus souvent HEK 293T) ,95@017!+*))8, qui 
vont permettre la production des protéines virales et leur assemblage en une particule virale 
infectieuse. Le risque ici est une éventuelle recombinaison entre l’ADN du vecteur viral et 
le génome de la cellule d’empaquetage qui pourrait donner un génome mutant 
potentiellement dangereux ,KBJ?.:6!6@!3?A7!+*))8. 
Nous allons voir ici les principaux vecteurs viraux utilisés en transfert de gène 
(tableau 1). 
 
  II.1.1 Les Rétrovirus 
 Les rétrovirus sont des virus enveloppés possédant un génome à ARN diploïde. Ils 
possèdent trois gènes de structures : le gène gag qui code pour les protéines du core de 
l’enveloppe, le gène pol qui code pour les protéines de la rétrotranscription, de l’intégration 
et de la protéolyse virale, et le gène env qui code pour les glycoprotéines du virus. Le 
génome est encadré par de longues répétitions terminales de tailles variables ou LTR (long 
terminal repeat), qui permettent l’intégration, l’encapsidation du génome et l’expression 
des gènes viraux ,K306:!6@!3?A7!+*)*8. 
Lors de l’infection d’une cellule, le virus suivra le cycle suivant : rétro-transcription du 
génome viral en ADN bicaténaire à l’aide d’une transcriptase inverse, dans le cytoplasme 
de la cellule ; migration de l’ADN dans le noyau où il sera inséré, de manière aléatoire, au 
génome de la cellule infectée grâce à une intégrase. L’intégration de l’ADN viral va 
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Figure 9 : Représentation schématique du génome de vecteurs lentiviraux  
(D’après Vannucci et al., 2013) 
A) génome des vecteurs lentiviraux de première génération. Il possède toujours les séquences 
LTR, le signal d’encapsidation (psi), la séquence RRE (Rev responsive element) nécessaire au 
transfert de l’ARN dans l noyau. En revanche la séquence env n’est pas présente, elle se 
trouve en trans. 
B) génome des vecteurs lentiviraux de deuxième génération. Il ne varie pas beaucoup 
comparé à la précédente génération. Seules les gènes de régulation vpr, vif, nef ont été retirés. 
C) génome des vecteurs lentiviraux de troisième génération. Ici toute la région U3 en 5’ du 
génome a été enlevée. Le vecteur ainsi produit est appelé SIN pour self inactivating. Les 
séquences cPPT (central poly-purine tract) et la séquence de régulation W permettant 
d’augmenter l’efficacité de transfert nucléaire de l’ARN 
!
Figure 10 : Représentation schématique de la structure d’un vecteur lentiviral 
pseudotypés avec des glycoprotéines d’enveloppe VSV-G. (http://www.intechopen.com, 
2012) 
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permettre une expression stable des protéines virales, dans le cas d’un virus pathogène, ou 
du transgène, pour un transfert de gène, mais cette intégration aléatoire peut engendrer des 
mutations et l’activation d’oncogènes ,>3<:06?!6@!3?A7!+*)+8.  
Les rétrovirus ont la particularité de n’infecter que les cellules en division, ce qui en fait des 
vecteurs intéressants pour les cellules à prolifération rapide et donc les tumeurs. 
Il s’agit des premiers virus utilisés en thérapie génique. Ils ont principalement été utilisés 
dans des stratégies dites ex vivo, c’est-à-dire quand des cellules du patient sont prélevées, 
mises en culture puis transfectées à l’aide d’un rétrovirus. Les cellules sont ensuite 
réinjectées au patient. 
 
  II.1.2 Les Lentivirus 
 Les lentivirus appartiennent à la famille des rétrovirus, il s’agit donc de virus 
enveloppés ayant un génome à ARN diploïde. (2 ARN (+) monocaténaire identiques 
d’environ 10 Kb). Ils possèdent les mêmes propriétés que les rétrovirus, mais possèdent des 
gènes supplémentaires : deux gènes régulateurs tat et rev, essentiels pour la réplication du 
virus ; et quatre gènes accessoires vif, vpu, vpr et nef ,L3X.;3!6@!3?A7!+*)+8!(figure 9). 
Les vecteurs lentiviraux utilisés sont, le plus souvent, issus du virus de l’immunodéficience 
humaine (VIH). Les autres souches virales qui ont été testées sont le virus de 
l’immunodéficience simien (SIV), félin (FIV)… ,N0B31B5UJ32@:5!6@!3?A7!+*)+8 
Contrairement aux autres rétrovirus, les lentivirus sont capables d’infecter aussi bien des 
cellules en division que des cellules quiescentes. Pour abolir le tropisme des lentivirus pour 
les cellules immunitaires, un des moyens mis en œuvre est le pseudotypage : cela consiste à 
modifier les protéines d’adhésion des membranes virales afin de faire exprimer des 
protéines qui, ne sont pas spécifiques des cellules immunitaires. Ce type de modification 
permet d’abolir ou de modifier un tropisme pour certains types cellulaires mais aussi, de 
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cibler plus spécifiquement d’autres cellules en restreignant le pouvoir infectieux des virus. 
Le plus souvent les lentivirus sont pseudotypés avec la protéine membranaire du virus 
VSV-G (vesicular stomatitis virus) (figure 10). Cette protéine assure un tropisme large au 
vecteur, ne limitant pas le lentivirus à son seul tropisme pour les cellules immunitaires ; de 
plus elle permet d’avoir de meilleurs rendements lors de la production de vecteurs viraux 
lors de l’étape de concentration, comparé à d’autres protéines utilisées pour pseudotyper le 
virus. Ce point sera détaillé dans la partie ciblage. Des études sont actuellement en cours 
pour améliorer la production ,V02B5:103!6@!3?A7!+**%8.  
Concernant les lentivirus, on peut également ajouter que même si le risque de mutagenèse 
d'insertion est diminué par rapport aux rétrovirus, il semble ne pas être nul et doit être pris 
en considération dans chaque protocole ,LB=3;<3B=!6@!3?A7!+*)"8A! 
 
Des vecteurs lentiviraux non-intégratifs sont en développement, et permettent d’avoir les 
avantages du lentivirus (faible immunogénicité, pseudotypage…) en évitant d’avoir une 
intégration dans le génome de la cellule hôte ; annulant le risque d’insertion du vecteur 
dans des sites à risques et permettant une expression transitoire du transgène dans les 
cellules. Pour obtenir cette propriété, le gène de l’intégrase, enzyme qui va participer à 
l’intégration du transgène dans le génome de la cellule hôte, est muté ou délété et donc non 
fonctionnel. Le principal frein à leur développement est le mauvais rendement obtenu lors 
de leur production ,E31320X!314!KBJ:3D7!+*)*8!,L3:X02!6@!3?A7!+**'8!,O3102B=!314!T316SUK.15S7!
+**(8. 
Au cours de ce travail de thèse nous avons utilisé des vecteurs lentiviraux intégratifs de 
dernière génération, pseudotypés avec la glycoprotéine membranaire VSV-G. Le promoteur 
utilisé est e1F! long permettant une bonne expression du transgène. 
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Figure 11 : Interactions et internalisation d’un vecteur adénoviral avec sa cellule cible 
(D’après Touati et al., 2011) 
 
 
 
 
Figure 12 : Représentation schématique d’un adénovirus 
(D’après Glasgow et al. 2006)  
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  II.1.3 Les Adénovirus 
 Les adénovirus sont des virus appartenant à la famille des Adenoviridae, nus (non-
enveloppés) de forme icosaédrique, possédant un génome à ADN double brin d’environ 35 
Kb. Chez l’Homme, ils sont responsables d’infections bénignes et peu pathogènes, 
notamment au niveau des voies aériennes supérieures ,M..2X3161!6@!3?A7!)('$8!,O346??7!)('#8. 
Il existe une cinquantaine de sérotypes différents dont les plus étudiés sont les sérotypes 2 
et 5, qui sont les plus utilisés en vectorologie adénovirale ,C:4;31!6@!3?A7!+**+8. Le génome 
des adénovirus est composé de cinq gènes dont l’expression est précoce (E1 à E5, pour 
early), deux gènes intermédiaires et cinq gènes tardifs (L1 à L5, pour late) ,Q?@3:32! 6@! 3?A7!
+**$8.  
L’infection par les adénovirus met en jeu l’interaction entre une fibre de la particule virale 
et un récepteur cellulaire CAR (Coxsackie and Adenovirus Receptor) ,E6:/6?2517! )(((8!
(figure 11). Ce récepteur est exprimé sur un large spectre de types cellulaires expliquant 
son large tropisme. Il joue un rôle important dans le tropisme hépatique de l’adénovirus lors 
d’une injection intraveineuse ,I:31BX61! N66@6:2! 6@! 3?A7! )((%8. Les protéines penton base 
(figure 12) de l’adénovirus joue aussi un rôle dans l’internalisation du virus en 
interagissant avec les intégrines. Le génome viral reste à l’état épisomal dans les cellules, 
ne permettant qu’une expression transitoire du transgène dans les cellules en division. En 
revanche cette expression peut être prolongée dans les cellules quiescentes.  
 
Les adénovirus de première génération, ont été modifiés en retirant le gène E1 responsable 
de l’activation des autres gènes de l’adénovirus afin de le remplacer par le transgène. La 
taille de l’insert pouvant être intégré étant faible, le gène E3 impliqué dans la production de 
protéines non essentielles a été retiré, permettant d’augmenter jusqu'à 7,5 kb la taille de 
celui-ci. Ces vecteurs de première génération présentent cependant des inconvénients liés à 
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Figure 13 : Génome de l’AAV (parental strain) et de vecteurs AAV (vector) 
 (D’après Vannucci et al. 2013)  
Pour le génome du vecteur AAV, les gènes codant des protéines non essentielles ont été ôtés. 
!
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Figure 14 : Structure d’une sous-unité monomérique de l’AAV (pdb 11p3). 
(D’après Xie et al., 2002) 
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des risques de recombinaisons homologues et à l’apparition de réponses immunitaires, 
réponse adaptative, après injection du vecteur ,Q=0!6@!3?A7!+*))8A 
Pour limiter ces inconvénients des vecteurs de deuxième génération ont été développés : en 
plus des gènes précédemment supprimés, les gènes E4 et E2 ont également été retirés. Avec 
la suppression de ces gènes, le vecteur peut maintenant recevoir un transgène d’une taille 
de 9 à 10 kb. Ces vecteurs ont permis de diminuer les réponses immunitaires et les 
recombinaisons homologues mais ils sont difficiles à produire. 
Les derniers vecteurs adénoviraux de troisième génération ou encore appelés « gutless » ou 
« helper-dependent », ne possèdent presque plus de séquences virales. Seuls les gènes 
essentiels ont été conservés ,Q?<3! 6@! 3?A7! +**$8. Ainsi, la taille du transgène pouvant être 
inséré peut aller jusqu’à 36 kb. Ces vecteurs ont l’avantage de n’entrainer des réponses 
immunitaires adaptatives limitées, mais des réponses immunitaires innées fortes ,L0?F3!6@!3?A7!
+*)*8!,L6/.:3!6@!3?A7!+**'8. 
 
  II.1.4 Les AAV (Adeno-Associated Virus) : Virus 
associés à L’Adénovirus 
 Un vecteur de plus en plus en vogue et qui connaît un développement important : les 
AAV, virus associés à l’adénovirus. Il s’agit de virus de la famille des Parvoviridae, ils 
sont non enveloppés et ont un génome formé d’ADN simple brin. A l’état sauvage, l’AAV 
ne peut se répliquer qu’en présence d’un virus auxiliaire qui peut être un adénovirus (d’où 
son nom) mais également le virus de l’herpès simplex de type1 (HSV-1) ou papillomavirus 
humain (HPV) par exemple. 
Le génome de l’AAV (figure 13) possède deux gènes, rep et cap. Le gène rep code pour 
les protéines de réplication et le gène cap, qui possède deux cadres de lectures, code pour 
des protéines structurales VP1, VP2, VP3. Les gènes sont entourés par des séquences 
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identiques, appelées répétitions terminales inversées ou ITR (Inverted Terminal Repeat) 
indispensables pour l’encapsidation, l’intégration et la réplication ,KBJ3:@D7!+**'8. 
L’AAV est un virus qui peut s’intégrer dans le génome des cellules cibles. Cette intégration 
a la particularité d’être spécifique puisqu’elle se situe sur le locus AASV1 au niveau du 
chromosome 19. ,-61BX36:@2!314!W014617!+*)*8!Il a été montré que cette intégration est rep-
dépendante, ce qui signifie que l’expression du gène rep est nécessaire (Dyall et al., 1999) 
(Linden et al., 1996) Si le gène rep n’est pas exprimé, le génome du virus restera à l’état 
épisomal dans la cellule. La première utilisation d’un AAV comme vecteur remonte à 
1984 ; à l’époque le vecteur conservait ses capacités d’intégration au niveau du 
chromosome 19 (Hermonat and Muzyczka, 1984) ,H6D?6!314!M.226??7!+**(8. Aujourd’hui les 
vecteurs utilisés n’ont plus ces séquences virales ne conservant que les ITR, ce qui permet 
d’augmenter la capacité de taille de l’insert à 4,6 kb (Pereira et al., 1997). 
Un des inconvénients à l’utilisation de vecteurs AAV réside dans le fait que près de 80% de 
la population mondiale possède une immunité contre le sérotype 2 et 30 à 40% possède des 
anticorps ,K52X3?61X5!6@!3?A7!+***8A!De plus la production de ces vecteurs à large échelle est 
encore fastidieuse ,QD.25!6@!3?A7!+*)*8. 
Malgré ces inconvénients, ces virus sont actuellement utilisés en essais cliniques pour le 
traitement de la mucoviscidose, de l’hémophilie ou encore de myopathies ,V31/!6@!3?A7!+*)*8!
,K6146??!6@!3?A7!+*)+8!,J=.3=!6@!3?A7!+*)+8.!
 
 II.2 Les vecteurs non viraux 
 Les vecteurs non viraux ont l’avantage d’être plus faciles à produire et à stocker que 
les virus et présentent moins de risques dans leur utilisation. Ils permettent également de 
s’affranchir des limites de taille des gènes thérapeutiques, posées par les vecteurs viraux 
,K6??5@@! 6@! 3?A7! +*)"8A Cependant ils présentent l’inconvénient d’être, à l’heure actuelle, 
!!
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Figure 15 : Principe de la Gene Directed Enzyme Prodrug Therapy (GDEPT) ou 
thérapie gène suicide 
1) La première étape consiste au transfert du gène de l’enzyme, métabolisant la prodrogue, à 
l’aide d’un vecteur. 2) Expression du transgène. 3) Administration de la prodrogue 
anticancéreuse. 4) Métabolisation de la prodrogue en métabolites cytotoxiques. 5) Mort 
cellulaire directe de la cellule exprimant l’enzyme. 6) Mort cellulaire indirecte des cellules 
avoisinantes n’exprimant pas l’enzyme. 
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moins efficace que les virus pour transférer l’information génétique ; l’efficacité dépend en 
grande partie de la charge de surface de ces vecteurs. De plus, il est très difficile de 
permettre une intégration dans le génome des cellules, limitant le nombre d’applications 
possibles.  
De nombreux vecteurs non viraux ont été développés (plasmides, nanoparticules, 
liposomes…), nous ne les détaillerons pas ici. 
 
III Gene-Directed Enzyme-Prodrug Therapy (GDEPT) 
 III.1 Principe 
La Gene-Directed Enzyme-Prodrug Therapy (GDEPT) est une stratégie de transfert 
d’un gène dit « suicide », d’où son nom de thérapie suicide. Cela consiste au transfert, dans 
la tumeur d’un gène codant pour une enzyme capable de métaboliser une prodrogue en 
métabolites cytotoxiques dans la cellule tumorale (figure 15). Une prodrogue peut être 
définie comme une entité chimique inerte, qui après métabolisation génèrera des 
métabolites cytotoxiques.  
Bien qu’un certain nombre de drogues cytotoxiques entrainent la mort de 100% des cellules 
in vitro, l’efficacité in vivo est limitée du fait de toxicités et donc de limitations en terme de 
doses administrées. Il était donc nécessaire de développer une méthode qui permette de 
diminuer la toxicité et d’augmenter l’effet chimiothérapique. 
 Cette approche a été décrite pour la première fois en 1986 par Moolten ,K55?@617!
)('%8!qui utilisa le gène de la thymidine kinase du virus de l’herpès simplex.!
L’avantage apporté par cette technique, est la production locale, au sein même de la 
tumeur, de métabolites cytotoxiques. Cette métabolisation in situ de la prodrogue permet 
d’améliorer l’efficacité de la chimiothérapie en évitant le transport sanguin des métabolites 
!!
Figure 16 : Métabolisme d’activation du ganciclovir 
(D’après Greco et al., 2001) 
Le ganciclovir (GCV) est métabolisé en GCV monophosphate à l’aide de la thymidine kinase 
(HSV-tk). Celui-ci sera ensuite phosphorylé en GCV triphosphate à l’aide de kinases 
intracellulaires. Le GCV triphosphate aura une activité antitumorale de par son action 
d’analogue nucléosidique. {Greco, 2001 #148} 
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cytotoxiques et d’en diminuer la toxicité systémique notamment au niveau des organes 
sains. Elle a été développée pour le traitement de diverses tumeurs solides.  
Cette technique peut se décomposer en deux étapes : 
1ère étape : transfert du gène suicide (enzyme) dans la tumeur 
2ème étape : administration par voie systémique ou intratumorale  
de la prodrogue qui sera métabolisée dans la tumeur par l’enzyme. 
 
Lors du transfert de gènes, peu de cellules tumorales exprimeront l’enzyme. Cependant 
pour permettre la meilleure efficacité possible, on peut compter sur un effet de voisinage 
appelé « effet bystander ». Il consiste au passage de métabolites cytotoxiques d’une cellule 
à l’autre par diffusion passive ou via les jonctions communicantes (gap junction). Cet effet  
permet aux cellules non transduites d’être également détruites. 
 
 III.2 Les différentes combinaisons Gènes Suicides – 
Prodrogues 
  III.2.1 Thymidine Kinase – Ganciclovir 
 Historiquement, il s’agit de la première enzyme utilisée dans une stratégie de 
GDEPT. Le gène de la thymidine kinase est issu du virus de l’herpès simplex (HSV-tk) et 
est associé à une prodrogue antivirale telle que l’Acyclovir (Zovirax®) ou le Ganciclovir 
(Cymevan®) (figure 16). Le Ganciclovir ayant une meilleure affinité pour la thymidine 
kinase que l’Acyclovir, il est devenu la prodrogue la plus utilisée avec HSV-tk. Ainsi, la 
thymidine kinase va phosphoryler le Ganciclovir pour donner un composé monophosphate. 
Par la suite des kinases intracellulaires vont de nouveau phosphoryler le composé 
! #+!
monophosphate pour aboutir au Ganciclovir triphosphate qui va se comporter comme un 
analogue nucléosidique et s’insérer dans le double brin d’ADN. Cela entrainera l’inhibition 
de l’ADN polymérase lors de la réplication. 
 
L’efficacité de la stratégie HSV-tk/GCV a été démontrée dans de nombreux modèles 
murins de carcinomes in vivo incluant des hépatocarcinomes, des adénocarcinomes du 
colon, et des gliomes ,K33@@3!6@!3?A7!+**(8!,K02.;0!6@!3?A7!+**"8!,G0??3@!6@!3?A7!+**"8. 
L’avantage de l’enzyme HSV-tk est qu’elle a une activité 1000 fois plus importante pour le 
métabolisme du ganciclovir que les thymidine kinase cytosoliques humaines. Mais le 
principal inconvénient vient du fait que la thymidine kinase de HSV possède une affinité 
100 fois plus importante pour la thymidine que pour le ganciclovir ; Km de 0.5 !M pour la 
thymidine contre 47 !M pour le GCV ,E?3BX7! +**)8. Cette compétition avec un substrat 
endogène représente une limitation, et diminue l’efficacité de la stratégie. 
Pour pallier la moins bonne affinité de la thymidine kinase pour le GCV, des mutants de 
l’enzyme  ont été développés ,Q:40310!6@!3?A7!+*)*8 ,N:6.22!6@!3?A7!+*)*8!,N:6.22!6@!3?A7!+*))8.  
Une des autres limitations de la thymidine kinase et ganciclovir réside dans la diffusion des 
métabolites du ganciclovir. En effet, le ganciclovir est phosphorylé pour donner des 
analogues nucléosidiques. Or, les molécules phosphorylées ne diffusent pas librement entre 
les cellules car les groupements phosphorylés empêchent le passage de la bicouche 
lipidique membranaire ,J5@@01!6@!3?A7!+*)*8. Pour pouvoir passer d’une cellule à l’autre, les 
molécules doivent passer via des jonctions communicantes dont l’expression est diminuée 
dans les cellules tumorales, ce qui pourrait in fine limiter l’efficacité de la thérapeutique 
,N501@02!6@!3?A7!+**&8!,J:5106:!6@!3?A7!+**(8A 
 
 
!!
Figure 17 : Métabolisme de la 5-Fluorcytosine  
(D’après Greco et al., 2001)  
 
La 5-Fluorocytosine est métabolisée en 5-Fluorouracile (5-FU) par l’intermédiaire de la 
cytosine désaminase. In vivo, le 5-FU est converti en 5-Fluoroudésoxyuridine-5’ 
monosphosphate (5FdUMP), puis en 5-fluorodésoxy-5’ triphosphate (5-FdUTP) et en 5-
fluorouridine triphosphate (5-FUTP)  par une phosphoribosyltransférase puis par des kinases, 
qui auront une action cytotoxique sur les cellules.  Une autre voie, plus longue, faisant 
intervenir des intermédiaires du 5-FUTP que sont 5-FUMP (5 fluorouridine 
5’monophosphate), 5-FUDP (5-fluorouridine 5’diphosphate) qui sont phosphorylés par des 
kinases intracellulaires. 
! #"!
 *Essais Cliniques  
 De nombreux essais cliniques utilisant HSV-tk ont été réalisés. Il s’agit, à l’heure 
actuelle, du seul gène suicide ayant été mené jusqu’en phase III ,M3015F7!+***8!,O62@R=3?!6@!
3?A7! +*)"8. Ces essais cliniques font suite aux études pré-cliniques et ont concerné 
principalement les glioblastomes lors des premiers essais pour cette GDEPT ,^;;5161!6@!
3?A7! +**#8! ,E3:S51! 6@! 3?A7! +**(8! ,>6:;315! 6@! 3?A7! +**"8! ,L=314! 6@! 3?A7! )(((8! ,N:3452! 6@! 3?A7! +**"8!
,V:32X! 6@! 3?A7! +***8! ,9?3@S;311! 6@! 3?A7! )(('<8. Les premiers vecteurs utilisés ont été des 
vecteurs rétroviraux ,9?3@S;311! 6@! 3?A7! )(('38! ,L01/=! 6@! 3?A7! +**)8, par la suite de nombreux 
essais ont été développés en utilisant des vecteurs adénoviraux ,90;!6@!3?A7!+*)+8! ,L31/:5!6@!
3?A7!+*)*8!,[.!6@!3?A7!+**(8!,_32.!6@!3?A7!+**&8!,L@6:;31!6@!3?A7!+**$8!,QD3?3!6@!3?A7!+**%8!(tableau 
2).! 
Ces essais ont connu des résultats mitigés ne permettant pas de retrouver les résultats 
encourageants  obtenus sur des modèles pré-cliniques. ,LB=\3:S61<6:/6:! 6@! 3?A7! +*))8!
,L@6:;31!6@!3?A7!)(('8!,J=6F6SUE3::052!6@!3?A7!+**$8! 
 
  III.2.2 Cytosine Désaminase – 5-Fluorocytosine 
 La cytosine désaminase (CD) est une enzyme présente dans les bactéries 
(Escherichia Coli), les champignons (Aspergillus Fumigatus) et les levures 
(Saccharomyces Cerevisiae) qui permet, comme son nom l’indique, la désamination d’une 
cytosine en uracile. Cette enzyme n’est pas exprimée dans les cellules mammifères ce qui 
en fait une bonne cible pour des antifongiques ,N5:@6:!314!Q.2@017!)(("8!; parmi lesquels le 5-
Fluorocytosine (5-FC) (Ancotil®). En présence de la CD, elle sera métabolisée en 5-
Fluorouracile (5-FU), un analogue nucléotidique des bases pyrimidiques (figure 17). C’est 
la production de 5-FU par l’enzyme qui a donné l’idée de développer cette GDEPT. Le 5-
!
 Localisation Vecteur Année Références 
Utérus Adénovirus 2012 Kim et al. 
Mésothélium Cellules 2011 
Schwazenberger et 
al. 
Foie Adénovirus 2010 Sangro et al. 
Cerveau Rétrovirus 2009 Barzon et al. 
ORL Adénovirus 2009 Xu et al. 
Prostate Adénovirus 2007 Nasu et al. 
Mésothélium Adénovirus 1998 Sterman et al. 
Œil Adénovirus 2005 Chevez-Barrios et al. 
Cerveau Adénovirus 2004 Immonen et al. 
Cerveau Adénovirus 2003 Germano et al. 
Peau, Sein, Poumon Rétrovirus 2001 Singh et al. 
PHASE I 
Cerveau Adénovirus 2000 Trask et al. 
          
Prostate Adénovirus 2006 Ayala et al. 
Cerveau Rétrovirus 1999 Shand et al. 
Cerveau Vector Producing Cells 2003 Prados et al. 
Cerveau Rétrovirus 1998 Klatzmann et al. 
PHASE II 
Peau Rétrovirus 1998 Klatzmann et al. 
          
PHASE III Cerveau Rétrovirus 2000 Reinov et al. !
Tableau 2 : Résumé des principaux essais cliniques réalisés utilisant HSV-tk / 
Ganciclovir 
La grande majorité des essais cliniques réalisés concernent des essais de phase I. A ce jour 
seul un essai de phase III a été réalisé dans les années 2000. 
! ##!
FU est un médicament classiquement administré dans différentes chimiothérapies 
anticancéreuses mais qui présente d’importantes toxicités, notamment du fait des doses 
importantes à administrer. L’utilisation d’une prodrogue, la 5-FC, métabolisée in situ dans 
la tumeur permet d’augmenter la concentration de métabolites toxiques tout en limitant les 
toxicités systémiques. 
Le 5-FU exerce sa cytotoxicité essentiellement après sa conversion en 5-FU 
monophosphate (5-FUMP) par des enzymes intracellulaires puis sous la forme désoxy, 5-
dFUMP, qui jouera le rôle d’antimétabolite en liant de façon irréversible à la thymidilate 
synthase provoquant l’arrêt de la synthèse d’ADN puis la mort de la cellule. 
 
Un des inconvénients dans l’utilisation de cette enzyme est la présence de bactéries 
intestinales exprimant la cytosine désaminase et étant donc capables de métaboliser le 5-
FC, ce qui peut être la cause de toxicités qui peuvent se manifester par des complications 
gastro-intestinales ou des effets sur la moelle osseuse. 
De plus, l’affinité de la cytosine désaminase bactérienne pour le 5-FC est plus faible 
comparée à la cytosine endogène, ce qui oblige à administrer des doses de 5-FC très 
importantes pour avoir un effet antitumoral mais entraine par conséquence de graves 
toxicités. 
 
*Essais Cliniques 
A l’image de toutes les enzymes utilisées en GDEPT, les essais cliniques menés 
avec la cytosine désaminase concernent principalement des essais de phase I.  
Un premier essai de phase I, a été mené sur 12 patientes atteintes de cancer du sein par 
l’équipe de Pandha et al.! ,N314=3! 6@! 3?A7! )(((8! Le gène de la cytosine désaminase a été 
! #$!
vectorisé dans un plasmide sous le contrôle du promoteur erbB2, connu pour être 
surexprimé dans les cancers du sein. Les patientes ont reçu le plasmide par injection 
intratumorale, puis 48 heures plus tard, le traitement au 5-FC par infusion. Les résultats ont 
pu montrer la faisabilité de la technique avec une expression de la cytosine désaminase 
dans plus de 90% des tumeurs des patientes. 
Crystal et al., ,J:D2@3?!6@!3?A7!)((&8!après avoir montré l’efficacité de cette combinaison CD/5-
FC sur des modèles pré-cliniques, ont établi un protocole de transfert du gène de la cytosine 
désaminase par un vecteur adénoviral. 18 patients, atteints de cancer colorectaux, inclus 
dans l’étude ont été divisés en trois groupes de 6 patients, différant par la dose de vecteur 
adénoviral administrée. 
La cytosine désaminase a aussi été vectorisée dans des bactéries avec l’utilisation d’une 
souche de Salmonella Typhimurium. Une première étude de phase I a été menée pour 
démontrer l’innocuité de l’administration du vecteur intratumorale ou intraveineuse. Pour 
cela 45 patients ont été enrôlés dans ce protocole. Les résultats obtenus montrent la bonne 
tolérance après l’administration du vecteur quelque soit la voie utilisée! ,J.1101/=3;! 314!
_6;.130@027!+**)8A!Après les résultats concluants obtenus dans la faisabilité, la même équipe 
s’est lancée dans le recrutement de patients afin d’associer le 5-FC au vecteur!,_6;.130@02!6@!
3?A7!+**"8A! 
 
  III.2.3 Désoxycytidine kinase – Gemcitabine  
 La désoxycytidine kinase (DCK) est une enzyme humaine impliquée dans la 
phosphorylation des désoxyribonucléosides, particulièrement la désoxycytidine et à 
l’exception de la thymidine. Elle joue donc un rôle important dans la synthèse d’ADN en 
permettant la production de désoxyribonucléotides phosphates.  
!!
Figure 18 : Voies métaboliques de la gemcitabine  
 
La gemcitabine est activée en gemcitabine triphosphate par une cascade de phosphorylations 
impliquant en premier lieu la désoxycytidine kinase qui donnera la gemcitabine 
monophosphate. Des kinases cellulaires interviendront ensuite pour phosphoryler de 
nouveaux la gemcitabine pour aboutir à la gemcitabine triphosphate, analogue nucléosidique 
intervenant dans l’inhibition de la synthèse d’ADN. Il existe une voie de détoxication de la 
gemcitabine en métabolite inactif par l’intermédiaire de la cytidine désaminase. 
! #%!
D’un point de vue pharmacologique, elle intervient dans le métabolisme de la Gemcitabine. 
La Gemcitabine (Gemzar®), ou 2’-désoxy-2’,2’-difluorocytidine, est un analogue 
nucléosidique de la désoxycitidine. Il s’agit d’une prodrogue qui nécessite d’être 
métabolisée par la DCK pour donner un composé actif sous forme phosphorylée (figure 
18). De par ses caractéristiques d’analogues nucléosidiques, les métabolites de la 
gemcitabine auront des effets sur les enzymes impliquées dans la synthèse et la réparation 
de l’ADN. Ils pourront, de plus, s’incorporer dans la double hélice d’ADN à la place de la 
désoxycytidine triphosphate (dCTP) endogène, inhibant la synthèse de l’ADN. 
La DCK va intervenir en premier dans la cascade de phosphorylation de la 
gemcitabine, permettant d’obtenir un composé monophosphate, puis des kinases 
intracellulaires vont phosphoryler ce dernier jusqu’à obtenir une forme triphosphate. Le fait 
que la DCK soit la première enzyme de cette cascade en fait un facteur limitant dans 
l’activation de la gemcitabine et donc dans le succès du traitement. Afin d’améliorer la 
phosphorylation de la prodrogue, la DCK est associée dans un gène de fusion avec 
l’Uridine Monophosphate Kinase (UMK). L’UMK intervient dans la phopshorylation 
d’analogues nucléosidiques ; la co-expression de la DCK et de l’UMK permet ainsi 
d’améliorer l’activation de la gemcitabine et in fine l’efficacité du traitement ,>3?;3:010!6@!
3?A7!+**+8!,I6:16Z5.?!6@!3?A7!+**%8. 
La gemcitabine est administrée dans les adénocarcinomes du pancréas localement avancés 
ou métastatiques, mais aussi dans les cancers du poumon non à petites cellules en première 
ligne, les cancers de la vessie et en association dans certains cancers du sein, de l’ovaire. 
 
! #&!
 L’association désoxycytidine kinase – Gemcitabine présente l’avantage d’améliorer 
l’efficacité de métabolisation dans la tumeur, mais aussi de contrebalancer les différences 
de métabolisme d’un patient à un autre ,F31!-3R6:61!6@!3?A7!)((%8. 
Cette nouvelle stratégie commence à être développée en clinique, notamment dans les 
cancers du pancréas. 
 
*Essais Cliniques 
 L’équipe du Professeur Louis Buscail à Toulouse (UMR 1037), a mis au point un 
protocole incluant des patients atteints de cancer du pancréas. Ce travail se base sur des 
études précliniques ayant montré des résultats encourageants sur des lignées pancréatiques 
,I6:16Z5.?! 6@! 3?A7! +**%8. Dans ce travail un gène de fusion combinant la DCK et l’uridine 
monosphosphate kinase (UMK) est utilisé pour convertir la gemcitabine en métabolites 
phosphorylés cytotoxiques. Dans ce protocole, 22 patients ont été inclus dans cet essai : 12 
en première ligne de traitement et les 10 autres en seconde ligne de traitement. Le gène de 
fusion DCK :: UMK est administré sous forme plasmidique directement dans la tumeur, 
sous endoscopie. 4 doses différentes s’échelonnant de 125 à 1000 !g d’ADN ont été 
administrées 2 fois aux patients (jour 1 et jour 28). La gemcitabine est donnée en même 
temps et durant 2 mois. Les résultats obtenus sur la faisabilité de la technique montrent que 
tous les patients inclus ont pu être injectés malgré les difficultés anatomiques dues à la 
localisation des tumeurs. Chez les patients ayant été traités en première ligne, 2 ont eu une 
diminution de la taille des tumeurs et 9 ont eu une stabilisation du volume tumoral, et seul 
un patient a vu une progression du volume tumoral. Sur l’ensemble des patients traités, 
68% ont vu une diminution du CA 19.9 (Carbohydrate antigen 19.9), un marqueur 
spécifique des carcinomes pancréatiques, montrant une bonne évolution du traitement. 
Dans tous les cas, cet essai a permis de montrer la faisabilité de la technique et des effets 
!
Figure 19 : Métabolisme du CB 1954 
(D’après Knox et al., 1993)  
 
Le composé CB1954 est métabolisé par la DT diaphorase ou la nitroréductase. La diaphorase 
permet la production de 5-(aziridin-1-yl)-4 hydroxylamino-2-nitrobenzamide tandis que la 
nitroréductase permet la production équimolaire des formes 2 et 4-hydroxylamino, parmi 
lesquelles la forme 4-hydroxylamino possède la plus activité cytotoxique. 
D’un point de vue cinétique, les constantes catalytiques (Kcat) de la DT diaphorase et de la 
nitroréductase sont respectivement de 4,1 min-1 et 360 min-1. 
! #'!
bénéfiques du traitement sur la progression tumorale. La survie après traitement a augmenté 
de quelques mois pour les patients ayant reçu cette thérapie génique par rapport aux autres 
patients. Une étude de phase II est actuellement en cours de préparation afin de confirmer 
les résultats thérapeutiques obtenus.  
 
  III.2.4 Nitroréductase – CB1954 
CB1954 (5-(azirin-1-yl)-2.4-dinitrobenzamide) est une prodrogue activée par la 
nitroréductase en un mélange équimolaire des formes 2 et 4-hydroxylamino des métabolites 
cytotoxiques (figure 19), parmi lesquels la forme 4-hydroxylamino possède le plus fort 
pouvoir antitumoral. Cette importante activité antitumorale du CB1954 a été montrée pour 
la première fois sur des lignées de carcinome de rat (Walker 256 rat carcinoma) (Roberts et 
al., 1986). Dans ces lignées, il a pu être mis en évidence la conversion de cette prodrogue 
en métabolites avec un pouvoir cytotoxique élevé (Knox et al., 1988) grâce à la 
métabolisation par la DT-diaphorase endogène présente dans ces lignées. Cependant, cette 
prodrogue s’avère être peu efficace sur des lignées tumorales humaines ; ceci s’explique 
par la faible affinité de CB1954 pour la DT-diaphorase humaine (Boland et al., 1991). Des 
études ont montré que la nitroréductase d’Escherichia Coli peut métaboliser de manière 
100 fois plus efficace le CB1954 que la DT-diaphorase humaine (Knox et al., 1992) et 60 
fois plus que la DT-diaphorase de rat ,Q1?6S3:X!6@!3?A7!)((+8!,K0B=36?!6@!3?A7!)((#8. L’avantage 
de cette prodrogue est qu’elle agit, contrairement à d’autres, indépendamment du cycle 
cellulaire. 
A la vue de ces propriétés, il a été émis l’idée de développer une stratégie gène suicide en 
combinant le gène de la nitroréductase bactérienne et le traitement CB1954.  
 
! #(!
 
*Essais Cliniques 
Peu d’essais cliniques ont été menés avec cette enzyme et les seuls menés ont 
principalement été des essais de phases I ou II. Pour chacun de ces essais le transfert a été 
effectué grâce à un vecteur adénoviral non-réplicatif. En 2004, Palmer et al. ont inclus 18 
patients atteints de tumeurs hépatiques dans leur protocole. Le gène de la nitroréductase 
bactérienne a été transféré à l’aide d’un vecteur adénoviral recombinant 3 à 8 jours avant 
une chirurgie de résection. Le but étant de montrer l’innocuité du vecteur (Phase I), les 
patients n’ont pas reçu de CB1954. Les résultats montrent qu’une injection directe 
intratumorale entraine une expression importante de nitroréductase dans les tumeurs 
,N3?;6:!6@!3?A7!+**#8.  Un autre essai de phase I/II a été mené sur des cancers de la prostate en 
utilisant des adénovirus recombinants! ,N3@6?!6@!3?A7!+**(8A 39 patients ont été inclus répartis 
dans 3 groupes : un groupe ne recevant que le vecteur, un groupe recevant le vecteur à une 
dose fixe et la prodrogue et un groupe recevant le vecteur en doses croissantes et la 
prodrogue.  Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence une bonne expression 
de l’enzyme dans les tumeurs et chez les patients traités une amélioration des marqueurs 
biologiques pouvant aller jusqu’à une diminution de la taille des tumeurs. De plus la 
tolérance au traitement est bonne malgré l’induction d’une réponse immunitaire dirigée 
contre les adénovirus. Un essai de phase III est envisagé pour confirmer l’intérêt de cette 
combinaison. 
 
 
 
 
 
Figure 20 : Représentation schématique d’un cytochrome P450 associé à la NADPH 
cytochrome P450 réductase, ancrés dans la membrane du réticulum endoplasmique 
(D’après Gueguen et al., 2006) 
Le cytochrome P450 (CYP) et la NADPH cytochrome P450 réductase (RED) sont ancrés 
dans la membrane du réticulum endoplasmique sur la face cytosolique. Le CYP est une 
mono-oxygénase, il va participer aux réactions d’oxygénations de xénobiotiques La RED va 
participer au transfert d’électrons vers le CYP. !
!
Figure 21 : Métabolisme des xénobiotiques 
(D’après Beaune et al., 1999) 
! $*!
III.2.5 Les Cytochromes P450 
Ce travail de thèse ayant pour sujet le métabolisme du cyclophosphamide par le 
cytochrome P450 2B6, ces enzymes, et leur implication dans le métabolisme des 
xénobiotiques sont particulièrement détaillées dans ce paragraphe. 
Les cytochromes P450 (CYP) sont des enzymes intervenant principalement dans le 
métabolisme des xénobiotiques (molécules hydrophobes exogènes de faible poids 
moléculaire tel que des médicaments, polluants, pesticides…) (figure 20). Les molécules 
hydrophobes ont la capacité de traverser les membranes cellulaires et peuvent ainsi être 
toxiques pour la cellule. C’est pourquoi il est important d’avoir un système enzymatique 
capable de métaboliser les xénobiotiques et de les rendre plus hydrophiles, pour une 
élimination plus facile via les fluides corporels. Cependant, certaines molécules 
métabolisées peuvent devenir source de toxicité du fait de la production de métabolites 
réactifs électrophiles capables d’alkyler des protéines cellulaires de l’ADN. 
Les CYP se localisent principalement dans le foie mais on en retrouve aussi dans les 
organes au contact du milieu extérieur (poumon, intestin par exemple), ou des organes 
ayant un important débit sanguin (rein par exemple).  
Dans le métabolisme des xénobiotiques, qui se déroule en 3 phases (figure 21), les CYP 
sont dites enzymes de phase I ou enzymes de fonctionnalisation. 
Chez l’Homme, il existe plusieurs familles et sous-familles de cytochrome P450 (CYP) 
issus de 57 gènes différents (http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). ,_6?2517!
+**(8  Une nomenclature a été mise en place, basée sur un système de chiffres et de lettres 
permettant de regrouper les CYP en familles et sous-familles en fonction de leur degré 
d’homologie de séquence en acides aminés. ,_6?2517! +**%8 Ainsi, deux CYP de la même 
! $)!
famille auront le même chiffre ; s’ils sont de la même sous-famille, ils auront leur chiffre et 
lettre en commun, le dernier chiffre étant spécifique de l’isoforme. 
Par exemple : 
 Les CYP 1A, 1B appartiennent à la même famille 
 Les CYP 1A1, 1A2 appartiennent à la même sous-famille. 
Deux CYP sont de la même famille si leur homologie de séquence en acides aminés est 
supérieure à 40%, et de la même sous-famille pour une homologie de séquence supérieure à 
55%. ,_6?251!6@!3?A7!)(("8 L’expression des différentes familles et sous-familles varie dans 
chaque tissu. Ainsi un CYP, peut être exprimé dans un organe et pas dans un autre. En plus 
de cela, on peut mettre en évidence des variations interindividuelles : par exemple 
l’expression du CYP2B6 dans le foie peut varier de 20 à 250 fois entre deux individus 
,L@:6226:! 314! 9.RP6:7! )(((8 Ce système multienzymatique est composé d’une mono-
oxygénase et d’une NADPH Cytochrome P450 réductase (RED).  Les principales réactions 
catalysées par les CYP sont des mono-oxygénations avec principalement des 
hydroxylations et des époxydations ,K312.D7! +*))8, il est donc nécessaire d’apporter des 
électrons au CYP qui seront fournis par le NADPH. 
Le CYP est une hémoprotéine dont le fer va jouer un rôle central dans la fixation de 
l’oxygène : la sixième position de coordination du fer étant libre, c’est elle qui va permettre 
la fixation d’une molécule de dioxygène au cours du cycle catalytique. La RED est 
composée de deux domaines contenant chacun une flavine, elle intervient dans le transfert 
des électrons indispensables au métabolisme des substrats. 
 
Schématiquement, on peut représenter les cytochromes P450 comme des 
hémoprotéines constituées d’une chaine polypeptidique : l’apoprotéine ; et d’un 
  
Figure 22 : Représentation schématique des feuillets et hélices d’un CYP 
(D’après Gay et al., 2010) 
! $+!
groupement prosthétique central : l’hème qui sera le catalyseur de la réaction enzymatique 
(figure 20). L’apoprotéine et l’hème sont liés de façon non covalente par l’intermédiaire 
d’une cystéine. 
D’un point de vue structural, les CYP sont constitués d’environ 500 acides aminés formant 
16 à 18 hélices alpha, notées de A à L, et 4 à 6 feuillets béta, numérotés de 1 à 6 (figure 
22). La région N-terminale est riche en acides aminés hydrophobes permettant l’ancrage de 
la protéine dans les membranes du réticulum endoplasmique, suivie d’un motif conservé 
riche en proline et comprenant des résidus chargés positivement (interaction avec les têtes 
polaires des phospholipides membranaires) ,]5=1251!314!L@5.@7!+*)"8. 
Le site actif de tous les CYP, constitué d’une cavité hydrophobe, est connecté à 
l’environnement extérieur grâce à des canaux qui permettent le passage des substrats, des 
produits de l’enzyme ainsi que de molécules d’eau nécessaires à la réaction enzymatique. 
Il est délimité par les hélices F, G et I, la boucle B-C, la boucle C-terminale et la boucle 
située après l’hélice K (figure 22).  
A l’image des CYP, la NADPH cytochrome P450 réductase est ancrée à la membrane par 
une hélice transmembranaire dans la partie N-terminale. Elle est composée de quatre 
domaines structuraux caractéristiques : un domaine N-terminal comprenant un cofacteur 
FMN, un domaine de liaison au CYP, un domaine à flavine FAD et un domaine C-terminal 
de liaison au NADPH. 
Pour que les cytochromes P450 puissent fonctionner correctement et métaboliser les 
substrats, ils ont besoin d’électrons. Ces électrons sont apportés par la NADPH P450 
Réductase et son co-facteur le NADPH. L’association de ces deux enzymes est essentielle 
au bon fonctionnement du CYP. 
 
!!
Figure 23 : Cycle catalytique du Cytochrome P450. 
(D’après Mansuy et al., 2011) 
 
Le cycle catalytique du CYP implique le transfert d’électron et de molécules d’oxygène au 
substrat. A l’état de repos, le fer du cytochrome P450 est sous forme Fe(III) 
 
Le cycle débute par l’interaction du substrat avec le site actif du CYP qui induit une 
modification de la conformation et un changement d’état de spin du fer de l’hème. Ce dernier, 
par transfert d’électrons, va passer d’un état de fer ferrique à fer ferreux. Dans cet état réduit, 
il y a fixation d’une molécule de dioxygène qui réagit avec le fer. Un deuxième électron est 
ensuite transféré conduisant à la formation d’un ligand peroxo. Celui-ci est protoné deux fois 
libérant une molécule d’eau. Par la suite, le substrat est hydroxylé puis libéré. L’enzyme 
revient alors à son état initial par coordination d’une molécule d’eau occupant cette position 
distale de l’ion Fe(III) de l’hème. 
 
! $"!
Le cycle catalytique des CYP conduisant à l’oxydation d’un substrat se déroule en 
trois grandes étapes : fixation du substrat, fixation et activation d’oxygène et oxydation du 
substrat qui quitte alors le site actif du CYP (figure 23). 
Dans le détail, le CYP va utiliser une molécule de dioxygène qu’il va transférer au substrat 
et à une molécule d’eau (chacun fixant un atome d’oxygène). Pour réaliser ces transferts, le 
CYP utilise des électrons qui vont réduire le fer de l’hème, permettant la fixation de 
l’oxygène moléculaire, qui lui sont apportés par le NADPH au cours du cycle catalytique 
de l’enzyme. La fixation et le transfert de l’oxygène nécessitent l’apport de 2 électrons. Ce 
transfert n’est pas possible en une seule étape ; la NADPH P450 réductase va permettre le 
transfert des électrons du NADPH un par un. Le premier électron va permettre la fixation 
d’une molécule d’O2 sur le fer à l’état Fe2+. Le deuxième électron va entraîner la formation 
d’un complexe peroxoferrique qui suite à l’apport de protons va libérer une molécule d’eau. 
Un atome d’oxygène est ensuite transféré au substrat ce qui termine le cycle, l’enzyme 
revient à son état initial et est de nouveau prête à métaboliser un substrat. 
 
L’une des caractéristiques des CYP est la grande variabilité de substrats qu’ils peuvent 
métaboliser. Ils sont capables de catalyser une large variété de réactions régio et 
stéréospécifiques sur une large gamme de substrats. La spécificité de substrat des CYP est 
dite « floue » ou relative et chevauchante ,E63.167! )(("8. Une même molécule peut être 
métabolisée par plusieurs cytochromes P450 et plusieurs molécules différentes peuvent être 
métabolisées par un même CYP. Ainsi, un même CYP peut métaboliser des substrats de 
poids moléculaire et de nature chimique différents. Par exemple, le CYP3A4 est capable de 
métaboliser le paracétamol dont le poids moléculaire est de 151 daltons, mais aussi la 
cyclosporine beaucoup plus volumineuse avec un poids moléculaire de 1200 daltons 
(figure 24) ,M6140B7!+**+8A 
!!
Figure 24 : Structures cristallisées des principaux CYP 
(D’après Dong et al., 2012) 
 
En vert : le site actif des cytochromes P450. 
La variabilité des sites actifs entre les différents cytochromes P450 est le reflet de la 
variabilité des substrats métabolisés par les CYP. Les structures cristallisées mettent en 
évidence les zones conservées entre les différentes isoformes de CYP. 
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Parmi l’ensemble des CYP, le CYP3A4 est impliqué dans le métabolisme d’environ 35% 
des médicaments et trois des principaux CYP (3A4, 2C9, 2D6) métabolisent plus de 80% 
des médicaments ,M6140B7!+**+8!,KB>:3\!314!O3??6:7!+*)+8. 
Des polymorphismes d’expression de CYP vont entrainer des variations de leurs activités 
catalytiques (Annexe II). A partir de ces polymorphismes on peut établir différents 
phénotypes : « métaboliseurs lents, intermédiaires ou rapides». D’un point de vue 
pharmacologique, les métaboliseurs rapides éliminent plus rapidement les médicaments 
administrés, alors que les métaboliseurs lents les dégradent plus lentement avec un risque 
de toxicité en cas d’accumulation excessive pour certains médicaments, ,KB>:3\! 314!
O3??6:7!+*)+8!ou!à l’inverse, s’il s’agit de prodrogues, les métaboliseurs rapides l’activeront 
rapidement avec un effet rapide en revanche pour les métaboliseurs lents, l’activation 
prendra du temps et l’effet thérapeutique ne sera pas immédiat. Pour ces raisons, des 
ajustements de traitements peuvent être réalisées pour optimiser l’efficacité thérapeutique. 
 
L’expression des gènes des CYP est fortement régulée : de nombreux xénobiotiques 
(dioxine, pesticides, médicaments…) ou ligands endogènes vont agir comme inducteurs ou 
répresseurs de l’expression. La plupart de ces xénobiotiques vont moduler l’activité 
transcriptionnelle de certains récepteurs nucléaires (AhR, PXR, CAR) ayant pour cibles les 
promoteurs des CYP. Ces mêmes récepteurs nucléaires peuvent également réguler 
l’expression de certains transporteurs membranaires impliqués dans des phénomènes de 
détoxication de la cellule, et dans le cas de certains médicaments aboutir à une moindre 
efficacité thérapeutique ,L;.@1D!6@!3?A7!+*)"8. 
L’étude du métabolisme des médicaments a permis de mettre en évidence un certain 
nombre de prodogues activées par les cytochromes P450, et permettent notamment 
aujourd’hui de développer de nouvelles applications thérapeutiques. 
!!
Figure 25 : Métabolisme et voie d’activation du Cyclophosphamide  
(D’après Stearns et al., 2006) 
 
Le cyclophosphamide est principalement métabolisé par le CYP2B6 associée à la RED en 4-
OH-CPA. Ce dernier est en équilibre avec son tautomère, l’aldophosphamide. Ces dérivés 
peuvent conduire par une !-élimination spontanée à la formation d’acroléine (sans activité 
anticancéreuse), et d’un dérivé moutarde : la moutarde phosphoramide (cytotoxique). 
Le 4-OH-CPA peut être désactivé par l’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) en 
carboxyphosphamide qui n’a aucune activité anticancéreuse. !
CYP2B6 
ALDH 
CYP3A4 
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   III.2.5.1 CYP2B / Cyclophosphamide 
Les cytochromes P450 de la famille 2B sont les isoformes les plus impliquées dans 
l’activation du cyclophosphamide (CPA) en métabolites cytotoxiques ayant une activité 
antitumorale. 
Le cyclophosphamide (Endoxan®) appartient à la famille des oxazaphosphorines ,C;340!6@!
3?A7!+**(8A!Chez l’Homme, il est principalement métabolisé dans le foie par le CYP2B6 en 4-
hydroxy-cyclophosphamide (4-OH-CPA) ,>6:F5@!6@!3?A7!)(((8, les métabolites cytotoxiques 
atteindront donc la tumeur via la circulation sanguine systémique. 
Dans le détail, les CYP métabolisent le CPA en un métabolite primaire, le 4-OH-CPA qui 
est en équilibre avec son tautomère : l’aldophosphamide. Ce dernier peut conduire par une 
ß-élimination spontanée, à la formation d’acroléine et d’un dérivé moutarde : la moutarde 
phosphoramide ,>0:3.4!6@!3?A7!+*)*8!(figure 25).  
La moutarde phosphoramide est le métabolite alkylant possédant l’activité antitumorale : il 
génère des formes aziridium qui sont hautement électrophiles et interagissent avec l’ADN 
ou les protéines, tandis que l’acroléine est responsable de cystites hémorragiques. 
Le CPA peut également être métabolisé, par une voie mineure impliquant le CYP3A4, en 
déchloroéthyl – CPA qui est inactif et en chloroacétaldéhyde qui est responsable d’effets 
toxiques sur le système nerveux et l’appareil urinaire. 
 
 Le 4-OH-CPA peut être désactivé par l’aldéhyde déshydrogénase en carboxyphosphamide 
qui n’a aucune activité anticancéreuse. Il a été montré sur des lignées tumorales humaines, 
qu’une surexpression de l’ALDH était synonyme d’une plus faible sensibilité au CPA 
,K3/10! 6@! 3?A7! )((%8. Le 4-OH-CPA est détoxifié par l’intermédiaire des Glutathione-S-
Transférases (GST) ,_00@2.!6@!3?A7!)(('8 ,CX=3:@!6@!3?A7!+**'8!,>6!6@!3?A7!+*)"8. Ces enzymes sont 
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impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques, il s’agit d’enzyme de phase II (figure 
21) ; celles-ci catalysent la conjugaison du glutathion avec des xénobiotiques et/ou leurs 
métabolites conduisant à la formation de composés hydrophiles éliminables dans la bile et 
les urines. Des polymorphismes de ces enzymes de phase II pourraient être à l’origine de 
variations dans la réponse au traitement CPA. Certains polymorphismes de ces 
transporteurs ont déjà été décrits comme responsables d’une moindre efficacité du 
traitement chez les patients ,-.! 6@! 3?A7! +*)"8A! Cependant, à ce jour nous n’avons pas de 
connaissances précises des mécanismes mis en jeu par ces transporteurs dans le transport 
du CPA. 
 
Outre le CYP2B6 humain, d’autres isoformes orthologues de la famille CYP2B ont été 
utilisées pour activer le CPA dans la tumeur. On peut notamment citer les travaux de 
l’équipe de Waxman qui a été la première à développer, dès 1994, des stratégies de gène 
suicide utilisant les CYP. ,O60! 6@! 3?A7! )((#8 Des études chez l’Homme et le rat ont ainsi 
permis de mettre en évidence les CYP métabolisant le CPA ,J?3:X6! 314! O3`;317! )('(8!
,O6<6:!314!O3`;317!)(("8!,J=31/!6@!3?A7!)(("8. Ils ont tout d’abord utilisé le CYP2B1 de rat 
pour activer le CPA dans une lignée de gliome de rat (lignée 9L). Lors de ces premiers 
essais, ils ont établi des lignées stables exprimant le CYP2B1 ,J=61!314!O3`;317!)(($8. Les 
cellules exprimant le CYP2B1 ont ainsi pu être sensibilisées de manière significative au 
CPA. De même lors de ces travaux, des modèles animaux (rat) ont permis de confirmer la 
régression significative des tumeurs qui exprimaient le CYP2B1 ,O60!6@!3?A7!)((#8!,J=61!314!
O3`;317! )(($8. Pour confirmer les résultats sur des modèles humains, ils ont utilisé des 
lignées tumorales de cancer de sein dans lesquels le gène du CYP2B1 a été transféré. Un 
traitement au CPA de ces lignées a permis de les sensibiliser de manière significative ,J=61!
6@!3?A7!)((%8. 
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Malgré ces bons résultats, l’équipe de Waxman a décidé de poursuivre ses études de 
recherche du CYP « idéal » dans le métabolisme du CPA ,]5.13040!6@!3?A7!)(('8. Ils ont ainsi 
choisi les CYP 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19 et 3A4 qu’ils ont vectorisés à l’aide d’un 
rétrovirus et transférés dans une lignée de gliome de rat 9L. Les résultats de ces expériences 
montrent que le CYP2B6 est l’enzyme métabolisant le mieux le CPA. Dans cette étude, ils 
ont également montré que l’expression associée de la RED améliorait les résultats avec une 
meilleure sensibilité au CPA. 
Pour améliorer le métabolisme du CPA et donc l’efficacité antitumorale, le CYP2B11 de 
chien a aussi été utilisé. Il présente une affinité 10 fois supérieure pour le CPA que le 
CYP2B1 ,]5.13040!6@!3?A7!+**%8! ,J=61!6@!3?A7!+**&8. Dans ce travail, ils ont une nouvelle fois 
utilisé la lignée de gliome de rat 9L. Les résultats sur cellules et sur modèles animaux ont 
montré une bien meilleure sensibilisation des cellules exprimant le CYP2B11 au CPA. 
Cependant un des inconvénients de cette enzyme réside dans le fait qu’elle n’est pas 
d’origine humaine avec le risque de réactions immunitaires lors d’un passage chez 
l’Homme. 
 
III.2.5.2 Cytochrome P450 2B6 
Chez l’Homme, la sous-famille 2B est constituée de l’isoforme 2B6. Le CYP2B6 
est principalement exprimé dans le foie mais ne représente que 1 à 2 % de l’ensemble des 
CYP hépatiques ,K0;.:3!6@!3?A7!)(("8!,L=0;343!6@!3?A7!)((#8!,>5;6SUW6B=51!6@!3?A7!+**)8. Il est 
également exprimé de manière beaucoup plus faible dans d’autres organes tels que le rein et 
le poumon, où l’expression semble être régulée de manière tissu-dépendante avec des 
variations d’épissage ,JS6:\012X0!6@!3?A7!)((#8! ,>6:F5@!6@!3?A7!)(((87!on en retrouve également 
en plus faible quantité dans les tissus cardio-vasculaires ,V=.;! 314! E5:?3X7! +**#8, les 
macrophages alvéolaires et la muqueuse bronchique ,O0??6D!6@!3?A7! )((&8! ,K3B6!6@!3?A7! )(('8!
! $'!
,M3.105!6@!3?A7!)(((8.!Le CYP2B6 intervient dans le métabolisme de quelques médicaments 
fréquemment prescrits tels que : clopidogrel (antiagrégant plaquettaire) ,W30S.:6!314!N3:X6:7!
+*)*8, prasugrel (antiagrégant plaquettaire), bupropion (antidépresseur) ,W5<5S!6@!3?A7!+**%8, 
efavirenz (anti-rétroviral) ,M5<6:@251!6@!3?A7!+**'8, propofol (anesthésique) ,K.:3D3;3!6@!3?A7!
+**&8, tramadol (anti-douleur), méthadone (substitut morphinique), cyclophosphamide 
(anticancéreux) ,>6:F5@!6@!3?A7!)(((8 … La variété de substrats du CYP2B6, qui diffèrent par 
leurs propriétés chimiques et structurales, montre l’adaptabilité et la capacité de 
métabolisme de cette enzyme. 
Le CYP2B6 est fortement induit par certains xénobiotiques tels que la rifampicine, la 
phénytoïne ou le phénobarbital. Ce dernier va agir via le « phénobarbital responsive 
enhancer module » (PBREM) localisé 1,7 kb en amont du promoteur du CYP2B6 et dans la 
partie distale du promoteur, 8,5 kb en amont, par l’intermédiaire du « xenobiotic responsive 
enhancer module » (XREM) qui va interagir avec les récepteurs PXR et CAR ,M6140B7!
+**+8.  
Certains des substrats du CYP2B6 peuvent également jouer le rôle d’inhibiteur ; c’est le cas 
par exemple du clopidogrel, efavirenz, prasugrel… D’autres peuvent également jouer le 
rôle d’inducteur en favorisant l’expression du CYP2B6 et ainsi leur propre métabolisation ; 
par exemple le cyclophosphamide ,CX012!6@!3?A7!+**'8!,>6:F5@!6@!3?A7!)(((8. 
 
Aujourd’hui, 48 allèles du CYP2B6 humain ont été mis en évidence avec pour certains des 
conséquences fonctionnelles (http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp2b6.htm8! (voir tableau 
des différents allèles en annexe V). Il a ainsi été montré chez des patients traités au CPA 
que ces différents polymorphismes pouvaient avoir des conséquences sur le métabolisme 
du CPA. Ainsi, par exemple, des études montrent que les personnes ayant un génotype 
  
Figure 26 : Représentation schématique de l’hème du CYP en présence de CPI ou de 
CPA dans le site actif 
 
 
Figure 27 : Structure cristallographique du CYP2B6 sauvage (wild type, wt) (A) et du 
CYP2B6 double mutant (I114V, V477W) (B) 
 
Les acides aminés sélectionnés pour être mutés sont représentés en orange sur la figure A ; les 
acides aminés mutés sont représentés en vert sur la figure B. 
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CYP2B6*6 sont ceux qui métabolisent le mieux le CPA. Au contraire les personnes ayant 
un génotype CYP2B6*1 métabolisent le moins efficacement le CPA ,[06! 6@! 3?A7! +**"8!
,_3X3Z0;3!6@!3?A7!+**&8. Une revue détaillée des polymorphismes du CYP2B6 est disponible 
en annexe II. 
 
 
   III.2.5.2.1 Construction d’un mutant CYP2B6 
Une modélisation in silico, du CYP2B6 a été réalisée en collaboration avec les Dr. 
TA Nguyen et F. André (CNRS UMR8221, Laboratoire du stress oxydant et détoxication, 
iBiTec-S/SB2SM, CEA Saclay, Gif sur Yvette) à partir du CYP2B4 de lapin qui était 
l’isoforme cristallisée présentant la plus grande homologie de séquence en acides aminés 
(78%) avec le CYP2B6 ,LB5@@!6@!3?A7!+**"8!,_/.D61!6@!3?A7!+**'8. 
Grâce à la structure cristallisée du CYP2B4 (fichier PDB : 1SUO) complexée avec un 
inhibiteur du CYP2B4, le 4-(4-chlorophenyl) imidazole (CPI), dont la taille et la structure 
chimique sont très similaires au CPA (figure 26), celui-ci a été inséré in silico dans le site 
actif ,_/.D61!6@!3?A7!+**'8. Les 4 acides aminés les plus proches du CPA ont été identifiés 
(Ile 114, Val 367, Val 477 and Gly 478) et ont été mutés en différents acides aminés 
polaires, hydrophobes, chargés ou non. Après expression de ces différents mutants dans la 
levure Sacchamoryces Cerevisiae, les constantes cinétiques (Km et Vmax) de l’hydroxylation 
du CPA par les différents mutants ont été mesurées et 2 mutants (I114V et V477W) (figure 
27) métabolisant, chacun, deux fois plus efficacement le CPA que le CYP2B6wt ont été 
identifiés ; le double mutant (114V/477W) métabolisant le CPA quatre fois plus 
efficacement que le CYP2B6wt ,_/.D61!6@!3?A7!+**'8.  
 
!
 Km (mM) Vmax (min-1) Km/Vmax 
Human CYP2B6 (wt) 4,90 62,5 12,8 
CYP2B6 double mutant 
(V477W/I114V) 
1,10 58,5 52,7 
Rat CYP2B1 1,45 35,9 24,9 
Rabbit CYP2B4 5,28 13,5 2,6 
Rabbit CYP2B5 4,17 2,8 0,7 
Canine CYP2B11 0,16 28,2 174,7 
Tableau 3 : Constantes cinétiques du métabolisme du cyclophosphamide par différents 
cytochromes P450 
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Des simulations par dynamique moléculaire ont montré que ces deux mutations en 
réduisant la taille du site actif limitaient les déplacements du substrat dans le site actif et 
favorisait son positionnement par rapport à l’hème ce qui pouvait expliquer sa meilleure 
efficacité à métaboliser le CPA. Depuis, le CYP2B6 a été cristallisé ,>3D! 6@! 3?A7! +*)*8 
(3IBD.pdb : http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=3ibd) et a permis de 
confirmer la structure modélisée de notre site actif. 
Par ailleurs, à partir des données de la littérature, les constantes cinétiques de 
l’hydroxylation du CPA par différentes isoformes du CYP2B de plusieurs espèces ont été 
comparées (tableau 3). 
Parmi ces isoformes, le CYP2B11 de chien était le plus efficace. Les séquences de 
reconnaissance du substrat (SRS) de ces différentes isoformes ont été alignées et six 
mutations présentes uniquement dans le CYP2B11 ont été identifiées. Ces différents 
mutants ont été construits et seule la mutation L199M augmentait l’efficacité du CYP2B6 à 
métaboliser le CPA par un facteur 2.  
 
   III.2.5.3 CYP2B / Ifosfamide 
L’ifosfamide (Holoxan") est un anticancéreux appartenant à la famille des 
oxazaphosphorines. Il s’agit d’un analogue structural du CPA qui ne varie de ce dernier que 
par la position du groupement fonctionnel chloroéthyl. Il s’agit, de même, d’une prodrogue 
qui est activée par les cytochromes P450 métabolites cytotoxiques (moutarde ifosforamide, 
acroléine). Le métabolisme est semblable à celui du CPA ; l’ifosfamide (IFO) est 
métabolisé par les CYP en 4-hydroxy-ifosfamide (4-OH-IFO) qui existe en équilibre avec 
son tautomère l’aldo-ifosfamide ,J=61!314!O3`;317!)(($8. Ce dernier peut être converti en 
métabolites cytotoxiques : moutarde ifosforamide et acroléine.  
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Des études ont été menées utilisant soit des CYP de la famille 2B6, 2C ou 3A4 ,]5.13040!6@!
3?A7!)(('8. Dans ces travaux, des lignées de gliomes de rat 9L ont été infectées à l’aide d’un 
rétrovirus exprimant les CYP humains 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19 et 3A4. Après transfert 
du gène, les cellules ont été sensibilisées à l’ifosfamide par rapport aux cellules contrôles. 
Ces études ont permis de montrer que le CYP le plus efficace dans le métabolisme de 
l’ifosfamide est le CYP3A4 ,]5.13040!6@!3?A7!)(('8.  
 
L’équipe de Lohr a utilisé le CYP2B1 de rat pour activer l’Ifosfamide ,93:?6! 6@! 3?A7! )(('8!
,W5=:!6@!3?A7!)(('8!,K.??6:!6@!3?A7!)(((8A!Dans ces travaux, l’équipe a travaillé sur des tumeurs 
du pancréas. Le transfert du gène CYP2B1 est assuré par l’intermédiaire de cellules 293 
(human embryonic kidney) encapsulées, dans lesquelles le CYP2B1 est exprimé de manière 
stable. Les cellules encapsulées ont été injectées à l’aide d’une aiguille directement dans 
des tumeurs de pancréas humaines xénogreffes à des souris. Après traitement intra-
péritonéal à l’ifosfamide, les souris ayant reçu les cellules exprimant le CYP2B1 ont vu une 
régression de leur tumeur, voire une éradication pour une souris. 
 
   III.2.5.4 Autres CYP 
D’autres cytochromes P450 ont été étudiés pour activer différentes prodrogues : 
CYP2B6, CYP2C, 1A1, CYP3A4… C’est notamment le cas par exemple du CYP3A4, 2B6 
ou 1A1 qui permettent l’activation de la prodrogue AQ4N ,KBC:?316!6@!3?A7!+**$8. Celle-ci 
lorsqu’elle est activée, s’insère dans le double brin d’ADN et provoque ainsi des cassures. 
Ce qu’il est important de noter c’est que cette prodrogue ne pourra exercer ses effets qu’en 
conditions hypoxiques! ,N3@@6:251! 314!KB965\17! +***8A!Des études ont été menées sur des 
lignées cellulaires exprimant différents CYP, traitées à l’AQ4N in vitro et in vivo. Ces 
! %+!
résultats ont permis de mettre en évidence des améliorations au niveau des volumes 
tumoraux ,KBJ3:@=D!6@!3?A7!+**"8!,T3XX.140!6@!3?A7!+**%8. 
 
*Essais Cliniques 
 A ce jour, il n’existe qu’un seul essai clinique impliquant la combinaison 
CYP2B6/CPA. Ce protocole mis au point par Oxford Biomedica repose sur l’utilisation 
d’un vecteur rétroviral permettant l’expression du CYP2B6 associé à un traitement au 
cyclophosphamide, appelé MetXia®. Deux phases I/II ont été entreprises, incluant 12 
patients ayant des tumeurs accessibles, cancer du sein (9 patients) ou mélanome (3 
patients), a qui le vecteur rétroviral a été injecté directement dans la tumeur (Braybrooke et 
al., 2005). Les résultats obtenus ont été très modestes puisque seul un patient (cancer du 
sein) a connu une diminution très significative du volume tumoral ; quatre patients ont vu 
une stabilisation de la croissance tumorale tandis que pour les autres le volume tumoral a 
augmenté. L’une des explications réside dans la faible transduction du transgène, CYP2B6, 
dans les tumeurs (moins de 1 % des cellules tumorales). La faible expression de la RED 
dans la tumeur pourrait également expliquer une faible activation du CPA par le CYP2B6 
du fait d’un faible transfert d’électrons, et donc une faible capacité de métabolisation. 
Des développements pré-cliniques ont été réalisés avec d’autres cytochromes P450 (2B1, 
3A4) et d’autres prodrogues (Ifosfamide) aboutissant pour certains à des essais cliniques de 
phase I/II. 
Un essai clinique mettant en jeu un autre CYP a été mené par une équipe allemande. Ils ont 
utilisé le CYP2B1 de rat qu’ils ont transféré aux tumeurs à l’aide de cellules 
microencapsulées exprimant ce gène ,9:5/6:!6@!3?A7!+**"8 ,L3?;512!6@!3?A7!+**"8. Ces cellules, 
HEK 293 (human embryonic kidney), ont ensuite été administrées à des patients ayant un 
adénocarcinome de pancréas via une artère. Les patients reçoivent par la suite  de 
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l’ifosfamide. Sur les 14 patients inclus dans cette étude, 4 ont vu leur tumeur régresser et 10 
ont stabilisé la croissance tumorale. Ces résultats encourageants cachent cependant des 
effets secondaires non négligeables puisque seulement 4 patients n’ont pas ressenti de 
douleurs significatives après traitement. De plus, cette méthode pourrait être améliorée car 
le CYP2B1 n’est pas l’enzyme métabolisant le mieux l’ifosfamide ,J=61! 314! O3`;317!
)(($8. Malgré cela les promoteurs de l’étude ont créé une société, Austrianova 
(http://sgaustria.com/), qui s’occupe du développement de la stratégie et qui, depuis cet 
essai, envisage de développer un essai de phase III. A ce jour nous n’avons pas eu de 
nouvelles de cet essai. 
 
 Comme nous venons de le voir, de nombreuses combinaisons enzymes – 
prodrogues ont été mises au point dans les thérapies gène suicide. Si chacune de ces 
combinaisons présentent ses avantages et ses inconvénients, aucune ne s’est imposée en 
clinique en raison de résultats, chez l’Homme, moins bons que dans lors des phases 
précliniques.  
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Objectifs de la Thèse 
 
 Les stratégies de gène suicide ont connu un développement important aboutissant à 
des résultats précliniques encourageants. Malheureusement, le transfert à l’Homme n’a pas 
apporté les résultats escomptés. 
Les raisons en sont, principalement : 
- les enzymes utilisées sont faiblement actives 
- trop peu de cellules tumorales sont transduites, limitant l’expression de l’enzyme. 
Ainsi les concentrations de métabolites cytotoxiques tumorales sont insuffisantes. 
Ce travail de thèse a pour objectif principal l’amélioration d’une stratégie gène suicide 
combinant le cytochrome P450 2B6 (CYP2B6) et le cyclophosphamide en essayant de 
pallier aux inconvénients ci-dessus et d’obtenir une concentration de métabolites 
cytotoxiques suffisante dans les cellules tumorales ; il s’inscrit dans la suite d’un projet 
initié il y a quelques années au laboratoire ,VDB=5R5.?52!6@!3?A7!+**$8!,_/.D61!6@!3?A7!+**'8A!  
L’objectif de ce travail était donc de : 
- Poursuivre l’optimisation du gène CYP2B6 permettant d’améliorer 
significativement le métabolisme et l’activation du cyclophosphamide, 
- Démontrer in vitro la sensibilisation au cyclophosphamide de différentes lignées 
tumorales humaines ou murines, par l’expression du transgène optimisé, 
-  Prouver l’effet bystander dans ce système in vitro et in vivo, 
- Mettre en évidence l’efficacité de notre stratégie in vivo, sur des souris 
immunocompétentes, 
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Les résultats obtenus sont présentés dans le manuscrit de l’article en cours de soumission. 
Nous avons également élaboré des pistes de réflexion pour comprendre les mécanismes de 
l’effet bystander et améliorer le ciblage des cellules tumorales, qui seront présentées dans 
les annexes III, IV, V. 
 
 A      B 
 
Figure 28 : Représentation schématique du canal d’entrée du substrat dans le CYP2B6 
(A) et du site actif du CYP2B6 (B) 
(Dr François André, CEA Saclay) 
 
 
Figure 29 : Graphe représentant l’activité CPA hydroxylase de microsomes de levures 
exprimant le CYP2B6TM triple mutant (courbe rouge) ou le CYP2B6wt wild-type 
(courbe noire) 
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PARTIE II :  AMELIORATION DE LA STRATEGIE 
GDEPT CYP2B6 - CYCLOPHOSPHAMIDE 
 
 Chapitre II : Optimisation du gène suicide et 
de son efficacité 
 
Présentation du travail de thèse 
 
 Mon travail de thèse s’inscrit dans la suite de résultats précédemment décrits : il a 
consisté, dans un premier temps, à optimiser le gène du CYP2B6 en introduisant une 
troisième mutation (L199M) pour obtenir un triple mutant (CYP2B6TM) capable de 
métaboliser le cyclophosphamide 8 fois plus activement que le CYP2B6wt (figure 29). La 
cristallisation du CYP2B6 ,>3D!6@! 3?A7! +*)*8 a permis de montrer que cet acide aminé 199 
était situé dans le canal d’entrée du substrat et de sortie des métabolites, ce qui pouvait 
expliquer cette meilleure efficacité à métaboliser le CPA (figure 28). Pour métaboliser 
leurs substrats, les cytochromes P450 ont besoin d’électrons qui leur sont fournis par la 
NADPH-CYP réductase (RED). Or, dans les tumeurs et les lignées humaines la RED est 
peu ou pas exprimée ,G0@S20;;512!6@!3?A7!)((%8!,T.!6@!3?A7!+**)8. Nous avons donc entrepris la 
construction d’un gène de fusion (CYP2B6TM-RED) permettant de s’assurer de 
l’expression, dans une même cellule tumorale, d’une enzyme possédant les deux activités 
catalytiques nécessaires à une métabolisation optimale du CPA. Ce gène de fusion 
CYP2B6TM-RED a fait l’objet d’un dépôt de brevet, en mai 2012, entré en phase nationale 
le 5 novembre 2013 (patent PCT/EP2012/058219 ; voir annexe I) 
Dans un deuxième temps, j’ai démontré in vivo qu’une lignée tumorale pulmonaire 
humaine (A549), insensible au CPA, devenait sensible à cet anticancéreux après 
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transduction de ces cellules par un vecteur lentiviral recombinant exprimant le transgène 
CYP2B6TM-RED (Ce vecteur lentiviral a été produit en collaboration avec l’équipe du Pr. 
François Lemoine, UMR-S CNRS 7211/INSERM 959). 
Enfin dans un troisième temps afin de démontrer l’efficacité de ce gène de fusion in vivo, 
j’ai mis au point des modèles animaux sur des souris immunocompétentes C57Bl/6 
(plateforme d’imagerie du petit animal, en collaboration avec le Dr Johanne Seguin, 
INSERM U1022, CNRS UMR 8151, Unité de Pharmacologie Chimique et Génétique et 
d’Imagerie, Faculté de Pharmacie). J’ai injecté, en sous-cutané, des cellules d’une lignée 
tumorale pulmonaire issue de cette souche murine (TC1) exprimant le transgène. Comme 
pour la lignée A549, la lignée TC1 est insensible au CPA mais le devient après expression 
du transgène CYP2B6TM-RED. Par ailleurs, ces cellules TC1 expriment la luciférase 
(TC1-Luc2, Pr. Eric Tartour, INSERM  U970) et le volume de la tumeur peut ainsi être 
mesuré par Bioluminescence (après injection de luciférine) grâce à une caméra Biospace 
Photon Imager. L’effet bystander a été étudié en injectant des mélanges de cellules 
tumorales exprimant et n’exprimant pas le transgène. 
Une réinjection de cellules tumorales (rechallenge) chez les souris dans lesquelles les 
tumeurs ont été éradiquées, a permis de mettre en évidence le développement d’une réponse 
immunitaire spécifique dirigée contre les cellules tumorales. 
Tous les résultats obtenus sont présentés dans le manuscrit intitulé « Suicide-gene cancer 
therapy associating enhanced prodrug activation, efficient in vivo bystander effect and 
cellular immune response », en cours de soumission. 
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Article en cours de soumission et brevet 
PCT/EP2012/058219 (mai 2012) 
Suicide-gene cancer therapy associating enhanced prodrug activation, efficicent in vivo 
bystander effect and cellular immune response. 
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Baillou, Géraldine Lescaille, François André, Eric Tartour, François M Lemoine, Philippe 
Beaune, Isabelle de Waziers. 
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Cover letter: 
Gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT) is a still a promising strategy although it 
has not yet demonstrated its actual potential. In this paper we increased in vitro and in vivo 
(animal models) its efficiency through three major mechanisms: 
-  a large increased in tumoral cytotoxicity thanks to a modification of the enzyme 
(mutagenesis of CYP2B6 activating cyclophosphamide 
-  an efficient in vitro and in vivo bystander effect by the increased in  situ production of 
diffusible toxic metabolites 
-  the development of an anti-tumor immune response based on the induction of specifif 
CD8+T cells and the decrease of regulatory T cells" 
These improvements should allow to test this approach in clinics with reasonable 
probability of success. 
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Statement of translational relevance 
Early Phase I-II clinical trials, based on suicide gene therapy, using the cytochrome P450 
2B6 (CYP2B6) as drug-metabolizing enzyme and the prodrug cyclophosphamide, have 
been shown to be an attractive strategy against cancer. However several improvements can 
be introduced to increase significantly its efficiency, mainly by optimizing the suicide 
enzyme itself. This was the first aim of our work and we succesfully built a human 
CYP2B6 mutant fused to reductase able to metabolize cyclophosphamide into cytotoxic 
metabolites 13-fold more efficiently than CYP2B6wt in tumoral cell lines. These in vitro 
improvements, translated in preclinical models, demonstrated that cyclophosphamide 
administered in immunocompetent mice bearing tumors expressing our fusion gene ensured 
a quick and complete tumor eradication reinforced thanks to a bystander effect, a long-term 
protection against relapses and a T-cell mediated immune response preventing tumor 
recurrence. This work was quite encouraging to pursue clinical trials on solid tumors.  
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Abstract:  
PURPOSE: Gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT) consists in targeted delivery 
to tumor cells of a suicide gene responsible for in situ conversion of a prodrug into 
cytotoxic metabolites. One of the major limitations of this strategy in clinical application 
was the poor prodrug activation capacity of suicide gene. 
EXPERIMENTAL DESIGN AND RESULTS: We built a highly efficient suicide gene 
capable of bioactivating the prodrug cyclophosphamide (CPA) by fusing a CYP2B6 triple 
mutant with NADPH cytochrome P450 reductase (CYP2B6TM-RED). Expression of this 
fusion gene via a recombinant lentivirus (LV) vector converted resistant human (A549) and 
murine (TC1) pulmonary cell lines into CPA-susceptible cell lines. We tested the efficiency 
of our GDEPT strategy in C57Bl/6 immunocompetent mice, using TC1 cells expressing the 
HPV-16 E6/E7 oncoproteins. In mice bearing tumors composed only of TC1-CYP2B6TM-
RED cells, four CPA injections (140 mg/Kg once a week) completely eradicated the tumors 
for more than two months. Tumors having only 25% of TC1-CYP2B6TM-RED cells were 
also completely eradicated by five CPA injections, demonstrating a major in vivo bystander 
effect. Moreover, surviving mice were rechallenged with parental TC1 cells. The tumors 
regressed spontaneously 7 days after cell inoculation or grew more slowly than in control 
naive mice due to a strong immune response mediated by anti-E7CD8+T cells.  
CONCLUSION: These data suggest that combining the CYPB6TM-RED gene with CPA 
may hold promise as a highly effective treatment for solid tumors in humans. 
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Introduction 
Gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT) consists in targeted delivery to 
cancer cells of a suicide gene coding for an enzyme that converts a harmless prodrug into 
cytotoxic metabolites. The GDEPT systems most extensively characterized and evaluated 
in clinical trials to date are Herpes simplex virus thymidine kinase/ganciclovir, cytosine 
deaminase/5-fluorocytosine, and cytochrome P450/oxazaphosphorines (1-3). Concerning 
this last combination, few phase I studies were performed using rat CYP2B1 and 
ifosfamide (IFO) (4) (5) or human CYP2B6 and cyclophosphamide (CPA) (6). These 
treatments were safe and well tolerated, however  their efficiency remained moderate, 
probably due, at least in part, to the weak affinity of both drugs for CYP2B1 and CYP2B6 
(7, 8). Our goal was to built, from human CYP2B6WT, a suicide enzyme able to 
metabolize particularly efficiently the prodrug CPA into toxic metabolites. In previous 
work, we obtained a CYP2B6 double mutant associated with a 4-fold increase in CPA 4-
hydroxylation, compared to CYP2B6WT (9). Given that CYP activity is dependent on 
electrons supplied by NADPH cytochrome P450 reductase (RED) and that RED expression 
is weak or absent in most tumor cells (10) (11), we sought to increase the efficiency of our 
strategy by using a Ser-Ser-Thr linker to obtain an active human CYP2B6WT-human 
NADPH P450 reductase (CYP2B6WT-RED) construct that was then expressed in 
mammalian cells (12). Our fusion protein was functional, with successful electron transfer 
from the flavin moiety to the heme in the CYP2B6 fragment of the protein. Then we 
optimized electron transfer by modifying the structure of the hinge region between the 
CYP2B6 and RED domains.  
To achieve this step, we first designed a new CYP2B6 triple mutant (CYP2B6TM), 
induced its expression in Saccharomyces cerevisiae, and evaluated its catalytic activity 
using CPA as the substrate. Second, we used several linkers to connect the two protein 
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moieties and we assessed their ability to improve electron transfer in the S. cerevisiae 
expression system. Taking into account published data (13), we compared the CPA-
metabolizing efficiency of these linkers used in our fusion protein. 
We selected three fusion genes based on both high efficiency in metabolizing CPA 
and different RED catalytic activities (low, intermediate, and high, respectively). These 
constructs were inserted into HIV-derived lentiviral vectors (LVs), and recombinant 
lentiviral particles were produced and used for ex vivo genetic engineering of human non-
small cell lung cancer cells (A549). These cells were used to compare the effectiveness of 
lentiviral constructs in metabolizing CPA. The most efficient construct was LV-
CYP2B6TM-RED (linker 3Ser+Thr) and was used to develop animal models for in vivo 
testing of the efficiency of our GDEPT strategy. 
CPA and its metabolites not only exert cytotoxic effects on tumor cells, but also 
promote an anti-tumor immune response by inducing immunogenic cell death and 
inhibiting Tregs (14) (15). These immunological effects may contribute to the success of 
cancer chemotherapy (16). Therefore, instead of using a conventional xenotransplant-
immunodeficient mouse model, we developed a syngeneic tumor model in 
immunocompetent mice that allowed easy monitoring of both tumor growth (by 
luminescence analysis) and anti-tumor immune responses. CPA cytotoxicity increased 
dramatically, both in vitro and in vivo, when the tumor cells were genetically engineered 
with a CYP2B6TM-RED (linker 3Ser+Thr) lentiviral construct, compared to CYP2B6WT-
RED lentiviral construct. In addition, in various preclinical tumor models, the efficiency of 
our GDEPT strategy was increased by a marked in vivo bystander effect on uninfected (UI) 
tumor cells associated with the induction of an endogenous anti-tumor T-cell immune 
response responsible for long-term tumor protection.
7 
 
Materials and methods 
Construction of a CYP2B6 triple mutant and of several CYP2B6TM-RED fusion 
proteins 
A CYP2B6 triple mutant was built by using site-directed mutagenesis to add a new 
L199M mutation to the CYP2B6 I114V/V477W double mutant cloned in the yeast 
expression vector V-60 (9). The soluble part of the RED protein, from bp171 to the stop 
codon TAG, was amplified from pUC18-hRED (17) using a PTC100 PCR thermocycler 
(MJ Research, Watertown, MA, USA) and several forward primers (supplemental data, 
Table 1) to introduce a XhoI site (or SalI site for linker 1Ser+Thr) and various linkers at 5’ 
and a KpnI site at 3’ using the reverse primer 5' 
GGTACCTCTAGCTCCACACGTCCAGGGAG 3'. PCR conditions were 10 minutes at 
94°C then 30 cycles at 94°C for 30 seconds, 68°C for 30 seconds, and 72°C for 1 minute; 
followed by a final 10-minute extension phase at 72°C. All PCRs were performed using 
Taq Polymerase (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). V60-CYP2B6TM was digested by 
XhoI (which removed the CYP2B6TM stop codon) and KpnI. The PCR products 
containing the soluble part of the RED-linker fusion constructs were purified, digested by 
XhoI (or SalI) and KpnI, and cloned into V60-CYP2B6TM digested with the same 
enzymes. The constructs were sequenced using an automatic Perkin Elmer sequencer 
(Courtaboeuf, France) to check the integrity of the linker sequence and reading frame. 
Expression in yeasts 
V60-CYP2B6TM-RED constructs were expressed in the W(R) yeast strain 
characterized by overexpression of yeast NADPH RED, using a refined lithium acetate-
mediated protocol (18). Yeast culture conditions and preparation of the yeast microsomal 
fractions have been described previously (9). Microsomal P450 content was spectrally 
determined (19). 
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Catalytic activity 
We measured 4-OH CPA and NADPH RED activities and CPA hydroxylase kinetic 
parameters (Km and Vmax) on microsomal preparations from yeasts expressing the various 
constructs, as previously described (9) (12). Moreover, RED-activity kinetic parameters in 
A549-clone microsomes were determined using nonlinear regression with 15 substrate 
concentrations (0.4 to 200 !M of cytochrome c as the electron acceptor and 2 to 150 !M of 
NADPH as the electron donor). Data were analyzed using Prism software (Graph-Pad 
Software Inc., San Diego, CA, USA) to calculate kinetic parameters (Km, Vmax); Vmax 
values were expressed as nmoL/min/mg of microsomal protein. 
Cell culture and microsomal preparation 
A549 human non-small cell lung cancer cells (ATCC-CCL-185) were cultured in 
RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), streptomycin (50 
!g/mL), penicillin (200 U/mL) and fungizone (0.5 !g/mL). TC1 cells are derived from a 
murine lung epithelial-cell line expressing the HPV16 E6-E7 proteins and firefly luciferase 
gene (TC1-Luc2). They were developed by Dr. TC Wu (Johns Hopkins University, 
Baltimore, MD, USA) (20). TC1 cells were cultured in RPMI 1640 medium supplemented 
with 10% FCS, streptomycin (100 !g/mL), penicillin (100 U/mL), G418 (0.4 mg/mL), and 
sodium pyruvate (1 mM). The cells were maintained in a humidified incubator at 37°C and 
5% CO2. For microsomal preparations, cells were trypsinized and washed twice with PBS, 
and the cell pellet was resuspended in STE buffer (0.25 mM sucrose, 10 mM Tris, 1 mM 
EDTA, pH 7.4) containing antiproteases (Roche Diagnostics Gmbh, Mannheim, Germany) 
then sonicated. The sonicated lysates were centrifuged at 9000 g for 20 minutes and the 
supernatant was then centrifuged at 100 000 g for 1 hour to produce a pellet containing the 
microsomes, which was resuspended in phosphate buffer (100 mM NaPO4, 10 mM MgCl2, 
20% glycerol (w/v) at pH 7.4), aliquoted, and frozen at -80°C.  
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Lentiviral vector (LV) constructs and production of lentiviral particles 
CYP2B6WT-RED (same construct than that used previously (12)) and all LV-
CYP2B6TM-RED constructs were derived from the pHIV-EF1L-thy1/GFP-W+ construct 
(21). All constructs contained the cPPT and WPRE (W+) sequences. The cassettes were 
under the control of the full-length elongation factor 1! promoter (EF1L). Briefly, 
thy1/GFP genes were cut out from pHIV-EF1L-thy1/GFP-W+ and the various 
CYP2B6TM-RED sequences were then inserted between the BamH1 and MluI restriction 
sites.  
Production of lentiviral particles and viral titration 
Lentiviral particles pseudotyped with the VSV-G envelope glycoprotein were 
produced into 293T cells using calcium phosphate precipitation of gag-pol, env, and vector 
plasmids. pCMV"R8.91 and pMD.G, kindly provided by D. Trono (Geneva, Switzerland), 
encode the HIV-1 gag and pol precursors and the vesicular stomatitis virus envelope G 
protein (VSV-G). Env (9.7 !g), gag-pol (21.6 !g), and vector (27 !g) plasmids were co-
transfected into 20·106 293T cells and the viral supernatants were harvested and 
concentrated (21). Viral titers (number of infectious lentiviral particles/mL) were measured 
in fresh viral supernatants using a p24 ELISA (ZeptoMetrix, Buffalo, NY, USA). Observed 
titers ranged from 2 to 7·108 p/mL. 
Lentiviral infection  
Using 12-well plates, we seeded 105 cells into each well 48 hours before inducing 
infection with lentiviral particles at an MOI of 200 in 500 !L of culture medium and 8 
!g/mL of protamine sulfate. We added 1 mL of fresh medium 4 hours later; 24 hours after 
infection, the medium containing the lentiviral particles was replaced by fresh medium. The 
genetically engineered cells were then cultured before use, as described above. 
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Western blots 
Microsomal proteins (20 to 40 !g, prepared from the cultured cell lines) were loaded 
onto 8% SDS/polyacrylamide gel. Protein concentrations were determined using the 
bicinchonic acid (BCA) procedure according to the manufacturer’s instructions (Pierce, 
Rockford, IL, USA). The proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane and 
probed with polyclonal anti-CYP2B6 (22) or anti-NADPH RED (LifeSpan Bioscience, 
Seattle, WA, USA). The membranes were washed, exposed to a secondary antibody linked 
to HRP, and developed using an ECL kit (Amersham, GE Healthcare, Piscataway, NJ, 
USA).  
Generation of clones 
A549 cells were infected with three CYP2B6TM-RED lentiviral constructs that 
differed regarding the linker, which was 3Ser+Thr or 5Ser+Thr or 7Ser+Thr. Cells were 
then selected with two series of limiting dilutions in 96-well plates. For all the clones 
obtained for each construct, CYP2B6TM-RED expression was monitored by Western 
blotting. One clone per construct was chosen so that the three clones had similar levels of 
fusion protein expression. These three clones were used to compare CPA metabolization 
efficiency. 
Cytotoxicity assays 
For the in vitro cytotoxicity assays, infected cells were plated in a 96-well plate at a 
concentration of 10 000 cells/well. After 24 h, CPA in concentrations ranging from 0 to 3 
mM was added. After 2-3 days, the effect of CPA was measured using the MTS-
colorimetric assay Cell-titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, 
Charbonnieres, France) according to the manufacturer’s instructions. Cell viability was 
calculated as the percentage of absorbance measured in cells infected with LV-GFP or LV-
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CYP2B6TM-RED and treated with CPA relative to the percentage of absorbance measured 
in the same cells without CPA. Assays were repeated four times in triplicate.  
Animal models 
In vivo studies were performed on 10-week-old female C57BL/6 mice (Janvier, Saint-
Berthevin, France). All animal experiments were conducted in accordance with ethical 
guidelines and were approved by the animal ethics committee of the Paris Descartes 
University (CEEA34.IW.031.11). 
Animal model 1, 5·105 TC1-Luc2 cells with or without previous CYP2B6TM-RED 
(3Ser+Thr) LV infection were diluted in 50 !L PBS and injected into the subcutaneous 
tissue of the flank of 10 mice/group, after anesthesia with 80 mg/Kg ketamine (Merial, 
Lyon, France) and 10 mg/Kg xylazine (Bayer Animal Health, Puteaux, France), as 
described above.  
Animal model 2, mice were injected with either CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) TC1-
Luc2 or with a mix containing 25% of CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) TC1-Luc2 and 75% 
of uninfected TC1-Luc2 cells (UI-TC1-Luc2) (12 mice/group). Tumor growth was 
evaluated twice a week by luminescence and Vernier caliper measurement and was 
expressed as volume (mm3)= (L x l2)/2.  For luminescence imaging, 200 !L of luciferin 33 
!M  (Synchem, Chicago, IL, USA) diluted in PBS was injected intraperitoneally; 20 
minutes later, after isoflurane anesthesia, luminescence was detected using a Biospace 
Photon Imager camera (BiospaceLab, Paris, France) and the photos were analyzed using 
image-analysis software (BiospaceLab). 
When tumor size approached 500 mm3, half the mice in each group were treated with 
CPA (Endoxan!, Baxter, Maurepas, France) diluted in sterile PBS, in a dose of 140 mg/Kg 
intraperitoneally once a week for 4 or 5 weeks. Blood samples were collected from the 
retro-orbital vein into EDTA tubes (Vacuette!, Greiner bio-one, Courtaboeuf, France) 6 
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days after the first CPA injection. Whole-blood cell counts were determined using an MS9-
5 robot (Melet Schloesing Laboratoires, Osny, France). 
Rechallenge 
Mice were anesthetized and given a subcutaneous injection of 2.5·105 UI-TC1-Luc2 
cells diluted in 50 !L PBS. Tumor growth was evaluated by luminescence and Vernier 
caliper measurements. The mice were sacrificed and their spleens collected and kept in 
medium.  
Anti-E7 CD8+T cell response 
Splenocytes were harvested and CD8+T cells were purified with anti-CD8-coated 
magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch, Germany). CD8+T cell specificity was analyzed 
by tetramer staining or EliSpot.  
Tetramer analysis 
To detect anti-E749-57/Db specific CD8+ T cells, cells were stained with E749-57/Db 
tetramer according to the manufacturer’s recommendations (Beckman-Coulter 
Immunomics, Marseille, France) (23).  
Ex vivo EliSpot assays  
Purified CD8+ cells were incubated in EliSpot plates with medium DbE749-57 restricted 
peptide. The plates were incubated for 18 to 21 hours at 37°C with 5% CO2. IFN-" spots 
were revealed according to the manufacturer’s instructions (Gen-Probe Diaclone, 
Besançon, France). Spot-forming cells were counted using the C.T.L. Immunospot system 
(Cellular Technology Ltd., Bonn, Germany). 
 
 
Statistical analysis 
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Results are described as the mean±standard deviation (SD) of n experiments and 
compared between groups using the two-tailed Student’s t-test. 
14 
 
Results 
Yeast expression of CYP2B6WT, CYP2B6TM, and CYP2B6TM-RED fusion proteins 
Based on our previous work (9), a third mutation, L199M, whose catalytic efficiency 
was twice that of CYP2B6WT, was introduced into our CYP2B6 double mutant  
(I114V/V477W), whose catalytic efficiency was 4 times that of CYP2B6WT. After 
expression in yeast, this I114V/L199M/V477W CYP2B6 (CYP2B6TM) triple mutant was 
8 times more efficient in metabolizing CPA compared to CYP2B6WT, mainly as a result of 
increased enzyme affinity (Km) (Table 1). Fusion of CYP2B6TM with RED did not 
substantially affect catalytic efficiency (Vmax/Km), regardless of the linker used. In contrast, 
RED activity varied considerably with linker size, from 72.1 to 652.8 nmoL/min/mg of 
microsomal protein. We used these results to select three constructs (indicated with 
asterisks in Table 1) exhibiting low, intermediate, and high RED activity, respectively, for 
LV production. 
Comparison of CPA sensitization of A549 clones expressing the three fusion genes 
To compare the efficiency of the three fusion genes differing by their linkers, we 
generated A549 clones expressing each fusion gene. Three clones, one for each fusion 
gene, were selected as having similar fusion-gene expression levels estimated by Western 
blotting. CPA hydroxylase and RED activities were measured on microsomes of the three 
clones (Table 2). CPA hydroxylase activity was comparable in the two clones expressing 
fusion genes with the 3Ser+Thr and 5Ser+Thr linkers but was lower in the clone whose 
fusion gene had the 7Ser+Thr linker. RED efficiency in reducing cytochrome c or 
transferring electrons from NADPH was highest in the A549 clone expressing 
CYP2B6TM-RED with the 3Ser+Thr linker. Furthermore, in vitro CPA (0-3 mM) 
cytotoxicity tests were performed on the three A549 (CYP2B6TM-RED) clones and on 
A549 cells infected with the recombinant LV CYP2B6WT-RED (Figure 1). After 48 hours 
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of CPA treatment, CYP2B6WT-RED-transduced A549 cells had an IC50 (here, 50% of 
dead cells) of about 6.5 mM, a value about 10 times that found with the clones expressing 
CYP2B6TM-RED, all of which had IC50 values between 0.5 and 0.8 mM (Figure 1). 
Because the CYP2B6TM-RED fusion gene with the 3Ser+Thr linker had the highest CPA 
hydroxylase and reductase activities and the lowest IC50 after expression in A549 cells and 
CPA treatment, it was chosen to develop animal models. 
Sensitization to CPA of TC1-Luc2 cells expressing CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr 
linker)  
Animal models were established using immunocompetent C57Bl/6 mice and a 
pulmonary tumor-cell line established from the same strain and constitutively expressing 
luciferase (TC1-Luc2) (20). This cell line was insensitive to CPA up to 3 mM (data not 
shown). After expression of CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) and 48 hours of CPA treatment, 
the IC50 (0.7 mM) was comparable to that observed in A549 clones (Figure 1). Therefore, 
for the in vivo evaluation of the validity of our approach, we used TC1-Luc2 cells with or 
without lentiviral engineering to express CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr).  
Curative efficiency of CPA in mice bearing CYP2B6TM-RED-positive tumors 
Animal model 1: UI TC1-Luc2 cells and TC1-Luc2 cells previously infected with LV-
CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) (TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED) were injected 
subcutaneously into the left flank of C57Bl/6 mice (10 mice/group).  
CPA treatment was started when tumor volume was about 500 mm3, i.e., 12-13 days 
after tumor cell inoculation. In five mice of each group, CPA was injected intraperitoneally 
once a week for 4 weeks, in a dose of 140 mg/Kg. In mice without CPA treatment, tumors 
generated from uninfected or infected cells grew in a similar manner; these animals were 
sacrificed when tumor volume reached about 2000 mm3 (Figure 2A). 
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In mice with TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED tumors, tumor volume decreased 
markedly immediately after the first CPA injection, and four CPA injections were sufficient 
to achieve complete tumor eradication. The tumor eradication profile was identical in all 
five mice. On day 84, 50 days after the last CPA injection, no tumor was detected in any of 
the mice by luminescence signal or Vernier caliper measurements (Figure 2A,B). In mice 
bearing UI TC1-Luc2 tumors, tumor size decreased during CPA treatment. However, at the 
end of CPA treatment, all the tumors recovered their previous growth rate more or less 
rapidly, explaining the large standard deviations, and all animals had to be sacrificed within 
20 days following the last CPA injection.  
Animal model 2: To study the bystander effect in vivo, we developed a second animal 
model. Either TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED cells, as in the first animal model, or a mixture 
of 25% TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED and 75% UI TC1-Luc2 cells (designated Mix) were 
injected subcutaneously into the left flank of 12 mice per group (Figure 2C). The first 
intraperitoneal CPA injection (140 mg/Kg) was given 13 days after tumor cell inoculation, 
to six mice per group. In the untreated mice, both tumor types showed comparable growth 
(similar to that seen in the first model), and all these mice were sacrificed on day 21. Mix 
tumors stopped to grow after the first CPA dose and began to shrink after the second CPA 
dose. As with the first model, TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED tumors decreased as soon as 
the first CPA dose. Subsequently, tumor size decreased similarly in both groups, with a 
slight delay in the Mix group. This delay prompted a fifth CPA injection, after which no 
tumor luminescence signal was detected in any mice in either group. More than 3 weeks 
after the last CPA injection, no luminescence was detectable in any of the mice inoculated 
with TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED or Mix cells.  
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CPA treatment of mice bearing CYP2B6TM-RED-positive tumors induces an anti-
tumor immune response and protects mice from tumor rechallenge. 
In animal model 1, 1 month after the last CPA injection, the mice surviving after 
tumor eradication were rechallenged with UI TC1-Luc2 cells injected into the right flank. 
CPA was not administered. Controls were same-age mice with no history of tumor cell 
injection or CPA treatment. Tumors grew in all five rechallenged mice. However, in three 
of these mice (#1, #3, and #5) the tumors regressed spontaneously between day 7 and day 
10 (Figure 3A) and in the remaining two mice (#2, and #4) the tumors grew more slowly 
than in the control mice. Luminescence images from three rechallenged mice (#1, # 2, and 
#3) are shown in Figure 3B. In mice #1 and #3, a luminescence signal was detectable on 
day 4 but not on day 7, whereas in mouse #2 the tumor continued to grow until day 20.  All 
the mice were sacrificed on day 26, at which time no tumor was detectable in mice #1, #3, 
and #5. 
In surviving mice with TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED tumors from animal model 2, 
comparable results were observed after UI TC1-Luc 2 rechallenge, with complete tumor 
regression between days 7 and 10 in two mice (#1 and #4) and slower tumor growth in the 
remaining four mice than in the control mice (data not shown). UI TC1-Luc 2 rechallenge 
of surviving mice with Mix tumors was followed by complete tumor regression in one 
mouse and slower tumor growth compared to controls in the remaining five mice.  
To elucidate the mechanisms causing the complete or partial protection against 
parental TC1 tumors in the rechallenged animals, we analyzed the anti-tumor response by 
focusing on anti-E7 CD8+T cells, identified previously as capable of mediating tumor 
protection (24). We found that mice with complete tumor regression after parental TC1 
rechallenge exhibited a significant anti-E749-57 CD8+T-cell response (Figure 4). In the first 
animal model, anti-E7 CD8+T cells were detected in the three mice (#1, #3, and #5) with 
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complete tumor regression (Figure 4A,B). Furthermore, these anti-E7 specific CD8+T cells 
were identified within the tumors, a finding that further supported their protective role (data 
not shown). In the second animal model, functional anti-E7-CD8+T cells were also detected 
by EliSpot assay in the two mice free of tumor after rechallenge (#1 and #4) (Figure 4C). 
Anti-E7 CD8+T cells were not detected in any of the naive mice or mice with progressive 
UI TC1-Luc2 tumors (data not shown).  
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Discussion 
Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths worldwide and manifests in 
87% of cases as non-small cell lung cancer, which has a 5-year survival rate of only 15% 
with currently available management strategies (25), indicating a pressing need for 
innovative treatments. Here, we focused on a new suicide-gene therapy approach, using 
human and murine pulmonary cell lines as models. 
The first aim of our work was to use two human genes to build a highly efficient 
therapeutic suicide gene capable of converting the prodrug CPA into cytotoxic metabolites. 
The CYP2B6TM enzyme encoded by this suicide gene exhibited an 8-fold increase in CPA 
catalytic efficiency compared to CYP2B6WT. A recent study involving crystallization of 
CYP2B6WT (26) demonstrated that the I114 and V477 amino acids were located in the 
active site, as predicted by our previous molecular model (9). Mutations producing amino 
acids of greater bulk confirmed our hypotheses that the V477W mutation led to steric 
hindrance with better stacking of the ligand in the active site and that the I114V mutation 
promoted CPA accessibility and widened the active site near the heme group, thereby 
optimizing CPA position. Both mutations resulted in greater CPA-metabolizing efficiency. 
Leu 199 is a pivotal hydrophobic residue that contributes to join the intersecting helices E 
and F. Therefore, L199M mutation may impact the stability of E-F helix packing in this 
region, near the entrance to the “S” (solvent) channel. This channel is exposed to the 
cytosol, above the membrane, and is believed to contribute to water molecule access, 
although it can also be large enough to allow the egress of polar metabolites. The increased 
CPA-metabolizing efficiency seen with the residue-199 mutation may be related to a 
change in flexibility and/or in the environment of the “S” channel exit (supplemental data, 
Figure 1). 
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To ensure that electron transfer from NADPH, crucial to CYP2B6 catalytic activity, 
was not rate limiting, we built a functional fusion gene including the NADPH RED gene, 
and we optimized the linker connecting the two genes to produce a construct having high 
RED activity. In an investigation of linker peptides joining domains in 51 natural protein 
tertiary structures, Argos (13) showed that Thr, Ser, Gly were the best linker constituents. 
Moreover, a peptide linker used to connect two polypeptide domains and comprising a 
large proportion of serine residues results in improved fusion-protein resistance to 
proteolysis. Based on this study and on our previous results, we compared the CPA-
metabolizing efficiency of our fusion protein obtained with various linkers. The 3Ser+Thr 
linker produced the greatest efficiency in catalyzing the reduction of cytochrome c (as an 
electron acceptor) when the fusion gene was expressed in yeasts (Table 1) and in reducing 
cytochrome c or transferring electrons from NADPH when the gene was expressed in A549 
pulmonary cells (Table 2). Moreover, fusion gene expression led to a 13-fold decrease in 
the CPA concentration needed to kill 50% of transduced A549 cells within 48 hours 
(Figure 1), compared to that required using CYPB6WT-RED in our previous work (12). 
Thus, our fusion gene (patent PCT/EP2012/058219) is both necessary and sufficient to 
achieve full CPA activation without involvement of endogenous enzymes, which might be 
mutated or not expressed in most tumors. 
RED can transfer electrons much faster than CYP can use them, which may account 
for the low RED-to-CYP ratio of 1:10 in liver microsomes (27). The high RED activity of 
our fusion gene probably far exceeded the level needed to supply electrons to CYP2B6TM 
and might allow concomitant activation of bioreductive prodrugs into reduced cytotoxic 
metabolites. These prodrugs, such as tirapazamine or mitomycin C, are preferentially 
bioactivated by RED under hypoxic conditions (28), which are prevalent in rapidly growing 
tumors (29). Previous reports showed an additive tumor growth-inhibiting effect of 
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bioreductive drugs combined with radiotherapy to treat RED-overexpressing tumor 
xenografts (30). Thus, combining CPA with bioreductive prodrugs might increase the 
cytotoxic efficiency of our suicide gene. 
The second part of this work consisted in obtaining in vivo data on the efficiency of 
our suicide gene. Tumor cell death triggered by chemotherapy may promote the activation 
of immune effector cells (31). Until now, the validation of suicide-gene therapies relied 
mainly on human xenografts transplanted into immunodeficient mice, an approach in which 
a possible contribution of the host immune system to tumor eradication cannot be evaluated 
(32). To assess the potential role for the innate immune system in our GDEPT strategy, we 
developed animal models using immunocompetent mice and a murine pulmonary cell line 
(TC1) that was genetically engineered to constitutively express luciferase (TC1-Luc2). By 
contrast to our previous studies (9) (12), we used recombinant lentiviruses instead of 
adenoviruses to express our fusion gene in tumor cells. Lentiviral gene therapy has been 
validated in clinically relevant animals using different GDEPT strategies (33-35) and is 
currently being studied in a wide range of human diseases (36). 
After subcutaneous injection of transduced or nontransduced TC1-Luc2 cells, tumor 
growth was measured twice a week. Of note, fusion gene expression did not alter tumor 
growth in the absence of CPA. When tumor size reached 500 mm3, CPA was injected 
intraperitoneally once a week in a currently used dose (140 mg/Kg). This injection schedule 
repeatedly induces tumor cytotoxicity, inflammation, and cytokine/chemokine attractant 
activation, leading to an innate immune response; but involves sufficiently infrequent 
injections to minimize the killing of immune cells recruited to the tumor (37, 38). 
Expression of our fusion gene in tumor cells resulted in complete tumor eradication after 
only four CPA injections, without any recurrence for up to 7 weeks after the last injection 
(Figure 2). Tumor volume decreased in CPA-treated control mice. There are three Cyp2b 
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genes (Cyp2b9, Cyp2b10 and Cyp2b13), orthologous to human CYP2B6, expressed in the 
mouse liver (39), and able to bioactivate CPA. The liver may produce 4-OH CPA, which 
may then reach the tumor through the blood. The 60-fold higher CPA activation rate in 
mice compared to humans (40) may explain the tumor shrinkage seen in the absence of 
fusion gene expression. However, tumor growth occurred when treatment was stopped. In 
humans, given the marked affinity of CPA for our fusion gene compared to CYP2B6WT 
expressed mainly in the liver, the hepatic metabolism of CPA would be limited.  
In gene therapy targeting solid tumors, therapeutic gene transfer to all the tumor cells 
is unlikely to occur with the currently available in vivo delivery systems. A bystander 
killing effect on nontransduced cells, together with a long-term antitumor effect, is thus 
required. To evaluate the bystander effect in vivo, we used a previously reported method 
(41, 42) consisting in inoculation of a mixture of cells with and without suicide gene 
expression. A strong bystander effect was observed: 25% of CYP2B6TM-RED-expressing 
cells was sufficient to kill all tumor cells after five CPA injections (Figure 2).  
It has recently become clear that the tumor microenvironment, and most notably the 
immune system, has a crucial role in modulating tumor progression and the treatment 
response (14). To ensure, in these immunocompetent mice, that this potential response was 
not directed against the fusion protein, we injected UI TC1-Luc2 cells in tumor rechallenge 
experiments. In some cases, a complete tumor eradication was observed (Figure 3) without 
CPA treatment, consistent with a T cell-mediated immune response (Figure 4). To our 
knowledge, this finding is the first reported evidence of an immune response directed 
against tumor cells during GDEPT. This immune response may constitute a major 
advantage of our strategy, as it may prove capable of preventing the development of 
metastases.  
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The cytotoxic alkylating agent CPA can selectively inhibit Tregs (43, 44), as 
observed in the present study (supplemental Figure 2). Tregs suppress immune responses 
both systemically and in the tumor environment (45), thus playing a major role in 
preventing successful vaccination and immune-based therapies (46). In humans with 
advanced cancer, oral metronomic CPA therapy markedly and selectively decreases 
circulating Treg counts and suppresses the ability of Tregs to inhibit conventional T cells 
and NK cells, thereby restoring peripheral T-cell proliferation and innate killing activities 
(47). As indicated previously, Treg inhibition may explain the ability of our strategy to 
induce anti-E7 specific CD8+T cells (48). Given that the CPA doses active in our GDEPT 
strategy predominantly decreased Tregs (supplemental Figure 2) and increased specific T 
cells (Figure 4), combining our strategy with cancer vaccines might result in increased 
effectiveness.  
One of the major goals of GDEPT is specific suicide-gene targeting to the tumor 
cells. We are currently considering two gene delivery methods, namely, intratumoral 
injection of the recombinant lentivirus as previously evaluated for gliomas (33) and 
pancreatic tumors (41) or administration of mesenchymal stem cells (MSCs) that 
selectively migrate to tumors (49, 50). MSCs infected with our recombinant lentivirus 
could be injected intravenously to allow migration to tumors and in situ CPA bioactivation. 
The bystander effect reported herein might allow 4-OH CPA diffusing from MSCs to tumor 
cells to kill both cell types and to trigger an immune response.  
In summary, these encouraging in vitro and in vivo data suggest that our 
CYP2B6TM-RED fusion gene/CPA system might constitute a powerful in vivo gene 
therapy approach to solid tumors. The combined use of bioreductive prodrugs or vaccines 
might further improve the therapeutic effects. Further studies of delivery systems, doses, 
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and treatment combinations are needed to optimize this approach before embarking on 
human clinical trials. 
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Table and figure legends  
Table 1. CPA 4-hydroxylation and NADPH cytochrome P450 reductase (RED) activities in 
yeast microsomes expressing wild type cytochrome P450 2B6 (CYP2B6wt), triple mutant 
CYP2B6 (CYP2B6TM) and CYP2B6TM-RED fusion proteins with different linkers.  
The kinetic constants of CPA hydroxylase were determined by a non-linea regression with fifteen 
substrate concentrations from 0 to 25 mM. RED activity was assayed by the NADPH-dependent 
reduction of cytochrome c (12). Yeast RED activity was measured in yeast microsomes 
expressing CYP2B6wt and CYP2B6TM  (324.7 nmol/min/mg of microsomal protein) and was 
deducted from RED activity measured in yeast microsomes expressing CYP2B6TM-RED fusion 
proteins to estimate the RED activity only due to the RED part of the fusion protein. Data shown 
were based on duplicate determinations for each data point. 
 * constructs used to produce recombinant lentivirus. 
 
Table 2. CPA 4-hydroxylase and RED activities in microsomes of A549 clones expressing 
CYP2B6TM-RED fusion proteins with different linkers. 
CPA 4-OH hydroxylase was determined with 20 mM of CPA as substrate (9). The kinetic 
constants of RED activity were determined by a nonlinear regression with 15 substrate 
concentrations of cytochrome c as electron acceptor (0.4 to 200 !M) or of NADPH as electron 
donor (2 to 150 !M). Data shown were based on duplicate determinations for each data point. 
CPA hydroxylase was not detectable in microsomes of uninfected A549 cells and RED activity in 
microsomes of A549 cells, using cytochrome c as substrate, was 14.2 ± 2.3 nmol/min/mg of 
microsomal protein (12). 
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Figure 1: IC50 values of A549 CYP2B6TM-RED clones (3Ser+Thr, 5Ser+Thr or 7Ser+Thr), 
A549 cells expressing CYP2B6wt-RED, and TC1-Luc2 cells expressing CYP2B6TM-RED 
(3Ser+Thr), after 48 hours of cyclophosphamide (CPA) treatment (0-3 mM). 
The concentration at which 50% cytotoxicity (IC50, mM) was achieved was determined from 
MTS tests based on four independent experiments in triplicate; the error bars represent the 
standard deviation. 
*P!0.01 and ***P!0.0001 
 
Figure 2: Cyclophosphamide (CPA) treatment of C57Bl/6 mice with tumors resulting from 
TC1-Luc2 cells with or without CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) expression (animal model 1) 
or with tumors composed of 100% of TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) cells or of 
25% of TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) cells and 75% of uninfected (UI) TC1-
Luc2 cells (Mix) (animal model 2)  
!" 5.105 UI TC-Luc2 cells (black line) or TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) cells (red 
line) were injected subcutaneously into the left flanck of mice. When tumor volume reached 500 
mm3, one group of mice (solid line) received CPA 140 mg/Kg (4 injections indicated by red 
arrows) and the other did not (dotted line). Tumor volumes were measured using a Vernier 
caliper twice a week and expressed as volume (mm3) = (L*l2)/2. 
B) TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) tumor cells were injected subcutaneously to 10-
week-old-female C57Bl/6 mice. When tumor volume reached nearly 500 mm3 (day 13 after cell 
inoculation), one group of mice received intraperitoneal CPA 140 mg/Kg on days 13, 20, 27 and 
34 and the other group received no CPA. For luminescence analysis, 200 µl of luciferin 33 mM 
diluted in PBS was injected intraperitoneally and luminescence was detected 20 minutes later, 
33 
 
after isoflurane anesthesia, using a Biospace Photon Imager camera. Photos from three treated 
mice taken on days 4, 14, 25, 28, 35, 63 after tumor cell inoculation were evaluated using image 
analysis software. 
C) 5.105 TC1 Luc2 CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) cells (red line) or a mix of 25% TC1-Luc2 
CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) cells and 75% UI TC1-Luc2 cells (Mix, blue line) were injected 
subcutaneously into the left flank of mice. When tumor volume reached 500 mm3, one group of 
mice (solid line) received CPA 140 mg/Kg intraperitoneally (5 injections indicated by red 
arrows). The other mice received no CPA (dotted line) Tumor volumes were measured using a 
Vernier caliper twice a week and expressed as volume (mm3)= (L x l2) /2. 
 
Figure 3: Effects of rechallenge with uninfected (UI) TC1 Luc2 in surviving mice from 
animal model 1  
One month after the last CPA injection on day 63, 2.5.105 UI TC1 Luc2 cells were injected 
subcutaneously into the right flank of the surviving mice and of same-age control mice.  
A) Tumor volumes were measured until day 83 (control mice) or day 88 (surviving mice) using a 
Vernier caliper, twice a week, and expressed as volume (mm3)= (L x l2) /2. Individual results are 
presented for surviving mice (orange dotted lines, numbered 1 to 5), whereas for the control mice 
mean tumor volume is shown (black dotted line). 
B) Luminescence photographs from 3 rechallenged surviving mice (#1, #2, and #3) on days 4, 7, 
17, and 20 after tumor cell rechallenge (days 67, 70, 80, and 83 after initial cell inoculation, 
respectively) obtained using a Biospace Photon Imager camera and evaluated using image 
analysis software.  
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Figure 4: Immune response analysis after uninfected (UI) TC1-Luc2 rechallenge  
The anti-E749-57 CD8+T cell response  was measured using tetramer (A, B) and EliSpot (C) assays 
A) The tetramer assay was performed on spleens removed on day 88 from surviving rechallenged 
mice (animal model 1: primary graft with 100% LV-CYP2B6TM-RED cells).  Mice #1, #3, and 
#5 were free of tumor after rechallenge.  
B) Tetramer assay in mouse #1 free of tumor. For each experiment an irrelevant tetramer was 
included.  
C) EliSpot assay performed on spleens of rechallenged surviving mice previously inoculated with 
a mix of 25% TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED and 75% UI TC1-Luc 2 cells (animal model 2). Mice 
#1 and #4 remained free of tumor after rechallenge. 
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Table 1. CPA 4-hydroxylation and NADPH cytochrome P450 reductase (RED) 
activities in yeast microsomes expressing wild type cytochrome P450 2B6 
(CYP2B6wt), triple mutant CYP2B6 (CYP2B6TM) and CYP2B6TM-RED fusion 
proteins with different linkers.  
 
 4-OH CPA hydroxylase activity NADPH cytochrome P450 reductase 
(RED) 
 Vmax Km Vmax/K
m 
 nmol 4-OH CPA 
/min/nmol CYP 
!M  
nmol/min/mg of microsomal protein 
CYP2B6 wt 62.5 ± 3.5 4.9 ± 0.9 12.7 
CY2B6TM 105.5 ± 2.1 1.05 ± 0.09 100.5 
324.7 
(yeast reductase activity) 
CYP2B6TM-RED 
with different linkers  
   total without yeast  
reductase activity 
1 Ser + 1Thr 98.9 ± 1.8 1.31 ± 0.10  75.4 666.6 342 
2 Ser  88.0 ± 2.8 1.10 ± 0.15 80 396.8 72.1 
2 Ser + 1Thr 92.3 ± 1.4 1.14 ± 0.08 81 669.6 344.9 
3 Ser + 1Thr* 114.5 ± 1.8 1.1 ± 0.07 104.1 977.5 652.8 
4 Ser + 1Thr 85.2 ± 0.9  1.11 ± 0.05 76.8 423.3 98.6 
5 Ser + 1Thr* 108.5 ± 2.0 0.89 ± 0.08 121.9 616.4 291.7 
6 Ser + 1Thr 94.4 ± 3.5 0.97 ± 0.16 92.3 638.6 313.9 
7 Ser + 1Thr* 95.1 ± 2.2 1.04 ± 0.11 91.5 444.5 119.8 
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Table 2. CPA 4-hydroxylase and RED activities in microsomes of A549 clones expressing CYP2B6TM-RED fusion proteins with different linkers. 
 NADPH cytochrome P450 reductase (RED) 
Substrates Cytochrome c NADPH 
 Vmax Km Vmax/Km Vmax Km Vmax/Km 
4-OH CPA 
hydroxylase 
 nmol/min/mg of 
microsomal protein 
!M  nmol/min/mg of 
microsomal protein 
!M  nmol 4-OH CPA/min 
/mg microsomal protein 
A549 clones        
CYP2B6TM-RED 
(linker 3 Ser + 1 Thr) 
64.6 ± 3.0 43.6 ± 5.6 1.48 76.4 ± 3.8 25.3 ± 3.7 3.0 3.03 
CYP2B6TM-RED 
(linker 5 Ser + 1 Thr) 
35.3 ± 1.8 55.3 ± 7.0 0.64 29.5 ± 1.7 19.8 ± 3.1 1.5 2.5 
CYP2B6TM-RED 
(linker 7 Ser + 1 Thr) 
100.0 ± 5.5 110.8 ± 12.0 0.9 54.7 ± 6.8 54.7 ± 6.8 1.4 0.59 
 
. 
Figure 1: IC50 values of A549 CYP2B6TM-RED clones (3Ser+Thr, 5Ser+Thr or 7Ser+Thr), 
A549  cells  expressing  CYP2B6wt-RED,  and  TC1-Luc2  cells  expressing  CYP2B6TM-RED 
(3Ser+Thr), after 48 hours of cyclophosphamide (CPA) treatment (0-3 mM). 
!"
Figure 2: Cyclophosphamide (CPA) treatment of C57Bl/6 mice with tumors resulting from TC1-Luc2 cells 
with or without CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) expression (animal model 1) or with tumors composed of 
100% of TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED (3Ser+Thr) cells or of 25% of TC1-Luc2 CYP2B6TM-RED (3Ser
+Thr) cells and 75% of uninfected (UI) TC1-Luc2 cells (Mix) (animal model 2) !
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Figure 4: Immune response analysis after uninfected (UI) TC1-Luc2 rechallenge !
Supplemental Figure 1 
!
Wild-type CYP 2B6 crystal structure; 3IBD pdb code, with 4-(4-chlorophenyl)-imidazole 
(CPI) bound. 
Structural view showing E and F helices in the foreground, with focus on residues 
surrounding residue 199. 
Protein is represented in new cartoon mode. Mutated residue 477 is  represented in red 
(foreground) and mutated residue 199 in vermillon thick lines. Heme and CPI are represented 
in thick lines (licorice) with atom type coloring. Few secondary structure elements are marked 
in yellow.  
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Supplemental figure 2: Blood sample analysis of treated and untreated mice 6 days after the first injection of 140 mg/Kg of 
cyclophosphamide (CPA)!
Six days after the first CPA injection in treated mice or the corresponding day in untreated mice, blood samples from the retro-orbital 
vein of uninfected (UI) TC1-Luc2 mice (animal model 1, n=5 per group), CYP2B6TM-RED mice (animal model 1 + animal model 2, 
n=11 per group) and Mix mice (animal model 2, n=6 per group) were collected into EDTA sample collectors. Control blood samples 
were collected from same-age tumor-free untreated mice.!
A) Total blood was analyzed using an MS9-5 robot (Melet Schloesing laboratories, Osny, France) to assess white blood cell and 
lymphocyte counts (103 cells/µL), which were represented in a t-Test plot.!
B) Tregs, CD4+ T cells, and CD8+ T cells were studied by FACS, as previously described (44) on the same blood samples from 
controls (n=6), CYP2B6TM-RED mice (animal model 2, n=6 per group), and Mix mice (animal model 2, n=6 per group). The FACS 
data were used to determine the Treg/CD4 and Treg/CD8 ratios. !
**P" 0.001, ***P" 0.0001!
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Supplemental Figure 3: B cell response analysis after TC1-Luc2 UI rechallenge 
 
ELISA was performed with sera used at different dilutions (1/25 -1/1000) as indicated 
and obtained from rechallenged surviving mice which were previously inoculated with either 
fully transduced TC1-luc2 CYP2B6TM-RED or a mix of 25% TC1-luc2 CYP2B6TM-RED 
and 75% UI TC1-luc 2 cells (animal model 2). Sera were tested for anti-E7 specific antibodies 
(IgM + IgG) using an ELISA, as follows: Medisorp 96-well microtiter plates (Nunc, 
Denmark) were incubated at 4°C overnight with 1 µg/mL of HPV-16 E7 protein (ProteinX 
Lab, San Diego, CA, USA) in 100 !L coating carbonate buffer (50 mmoL/L pH 9.6; Sigma 
Aldrich, Saint-Louis, MI, USA). Reactions were blocked with PBS 0.1% Tween-20, (Bio-Rad 
Laboratories, Marnes-la-Coquette, France), 1% BSA (Sigma-Aldrich) at room temperature for 
1 hour. Serial dilutions (1/25 - 1/1000) of serum (100 !L) were added and incubated at room 
temperature for 2 hours. Alkaline phosphatase-conjugated goat anti-mouse IgM + IgG 
antibodies (Mabtech, Sophia Antipolis, France) (1:1000 in PBS, 0.1% Tween-20, 1% BSA) 
were added and incubated at room temperature for 1 hour. P-nitrophenyl phosphate (Sigma-
Aldrich) was added as the substrate for 30 min and the reaction was stopped with 50 !L of 2 
M NaOH. Between steps, the plates were subjected to multiple washes with PBS, 0.1% 
Tween-20. Finally, optical density was measured at 405 nm.  
The negative control was serum from tumor-free mice injected with 40 !L of PBS 4 weeks 
earlier. The positive control was serum from tumor-free mice obtained 4 weeks after three 
weekly subcutaneous vaccinations with Virus-Like Particles containing E7 (VLP-E7). Results 
are expressed as a mean ± SEM for 5 mice per group. 
 
! %(!
DISCUSSION  
 
 L’efficacité des gènes suicides dans le traitement des cancers est parfois remise en 
question car les résultats restent, pour l’instant, modérés lors des essais cliniques quelque 
soit le type de cancer – cible. 
Les principales raisons invoquées sont : une faible activation des prodrogues par le gène 
suicide,  un effet bystander limité ou nul et un faible niveau de transfert du gène suicide 
dans les tumeurs aboutissant de facto à une faible concentration tumorale du métabolite 
cytotoxique. 
 
Ces problèmes ont été surmontés, par exemple, en améliorant l’efficacité du système 
enzymatique métabolisant la prodrogue. 
Pour cela des mutations ont été introduites dans la séquence codante de l’enzyme, 
modifiant des acides aminés et augmentant l’affinité de l’enzyme pour le substrat. Ce 
travail a notamment été mené avec la thymidine kinase 007 ,N:6.22!6@!3?A7!+*)*8 ,N:6.22!6@!3?A7!
+*))8 qui a été mutée pour améliorer l’affinité de l’enzyme pour le ganciclovir. 
 
Pour ma part, dans ce travail de thèse, la construction du gène CYP2B6 triple mutant 
(CYP2B6TM) a permis d’améliorer significativement son affinité pour le CPA. Le gène 
CYP2B6TM, a ensuite été fusionné avec la NADPH cytochrome P450 réductase (RED) 
dans le but de fournir des électrons au CYP2B6TM. En effet un des problèmes qui peut se 
présenter est l’absence ou la faible expression de la RED dans les tumeurs ,T.!6@!3?A7!+**)8 
limitant l’activation du CPA par le transgène dans la tumeur. 
Les partenaires redox des CYP sont généralement exprimés de façon indépendante, mais il 
existe chez certaines bactéries et champignons des systèmes dans lesquels il y a eu fusion 
! &*!
entre les gènes du CYP et de la Réductase. Chez l’Homme, on peut retrouver ce type de 
fusion avec la NO synthase ,Q:/527!)((*8. Des études stœchiométriques ont montré que les 
CYP se regroupaient par 6 ou 8 autour d’une NADPH CYP Réductase ,LB=\3:S!6@!3?A7!)((*8. 
La construction d’une protéine de fusion CYP-RED permet au cytochrome de ne pas être 
isolé sans fournisseur d’électrons et donc de réaliser sa réaction de mono-oxygénation. 
Lors de la construction de ce gène de fusion, plusieurs linkers (séquences entre les deux 
gènes) ont été testés, variant par le nombre d’acides aminés Serine + Thréonine. Le choix 
de la sérine et de la thréonine s’est fait à partir de comparaisons de séquences de protéines 
de fusion naturelles ,Q:/527! )((*8 qui ont montré que les meilleurs linkers étaient ceux 
constitués des acides aminés Thréonine, Sérine (non chargés) et Glycine (hydrophobe). 
D’après l’étude d’Argos et al., la longueur moyenne d’un linker est de 6,5 résidus. De plus, 
il est mis en évidence qu’un linker comprenant une large proportion de sérine présente 
l’avantage de mieux résister aux effets de la protéolyse. 
Les résultats obtenus montrent que l’activité CPA – hydroxylase n’est pas significativement 
modifiée par l’ajout de la réductase (données obtenues sur des levures et la lignée cellulaire 
A549), en revanche des variations dans la taille du linker modifient l’activité réductase 
(données obtenues sur des levures et la lignée cellulaire A549). Une étude détaillée de la 
structure cristalline de la protéine de fusion pourrait nous aider à mieux comprendre les 
raisons de ces différences d’activité réductase. 
 
Nous avons ensuite utilisé un vecteur lentiviral pour transférer ce gène recombinant 
CYP2B6TM-RED. A ce jour, il représente l’un des vecteurs viraux les plus sûrs permettant 
d’éviter les réactions immunitaires et inflammatoires causées par d’autres vecteurs comme 
par exemple les vecteurs adénoviraux ou certains AAV (due à l’existence d’une immunité 
contre ces virus chez les patients) ,-3.@! 6@! 3?A7! +*))8! ,K01/5SS0! 6@! 3?A7! +*)"8. De plus, 
!
Figure 30 : Expression du CYP2B6TM-RED dans des cellules A253 et cytotoxicité du 
CPA  
 
Graphique représentant la cytotoxicité du CPA dans des cellules A253 (ORL) exprimant ou 
non le CYP2B6TM-RED 
Images d’immunofluorescence sur des cellules A253 exprimant le CYP2B6TM-RED ou la 
GFP 
Western blot CYP2B6 sur des cellules A253 exprimant ou non le CYP2B6TM-RED 
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contrairement aux autres vecteurs rétroviraux, les vecteurs lentiviraux sont beaucoup moins 
génotoxiques ,E032B5! 6@! 3?A7! +*)+8, limitant ainsi tout risque de mutagenèse d’insertion 
,K51@010!6@!3?A7!+**(8A!Ils possèdent également l’avantage de transduire à la fois les cellules 
quiescentes et les cellules en division. Ces propriétés permettent de transduire les cellules 
tumorales en division ainsi que les cellules quiescentes du microenvironnement tumoral qui 
participent à la progression tumorale, bien que celles-ci sont pas tumorales.!L’utilisation de 
vecteurs lentiviraux non intégratifs peut également être envisagée, ayant l’avantage de 
présenter beaucoup moins de risque génotoxique. Cependant il existe un inconvénient qui 
réside dans les difficultés de production et les faibles rendements obtenus. 
 
L’efficacité in vitro de notre système a été démontrée. En effet, nous avons pu mettre en 
évidence qu’après expression du gène CYP2B6TM-RED dans des lignées tumorales, ces 
dernières devenaient très sensibles au traitement CPA. Les IC50 (concentration pour 
laquelle 50% des cellules sont mortes) sont diminuées d’un facteur 13 dans les cellules 
exprimant le CYP2B6TM-RED par rapport aux cellules exprimant la protéine sauvage 
CYP2B6wt-RED. Ces résultats ont été retrouvés sur des cellules A549 (lignée tumorale 
pulmonaire humaine), TC1-Luc2 (lignée tumorale pulmonaire murine), mais également sur 
des cellules A253 (lignée tumorale ORL humaine) (figure 30).  
 
Ces études précliniques ont été complétées par des modèles animaux dont le 
développement a représenté la deuxième étape de l’étude.  
 
L’utilisation de la lignée tumorale pulmonaire de souris TC1 se justifie par l’utilisation de 
souris immunocompétentes C57Bl/6, dont cette lignée est issue, permettant de mettre en 
évidence le rôle éventuel du système immunitaire dans l’efficacité de notre stratégie. En 
!
Figure 31 : Evolution du volume tumoral de souris ayant des tumeurs exprimant le 
CYP2B6wt-RED ou CYP2B6TM-RED traitées au CPA 
 
CYP2B6wt-RED : CYP2B6 sauvage en fusion avec la RED 
! &+!
effet de plus en plus d’études mettent en évidence le rôle joué par les chimiothérapies 
cytotoxiques dans le déclenchement de réponses immunitaires dirigées contre la tumeur 
,9:56;6:!6@!3?A7!+*)"8!,I3BB=6??0!6@!3?A7!+*)"8. 
Les résultats obtenus montrent une efficacité beaucoup plus grande du traitement par le 
cyclophosphamide lorsque les cellules tumorales expriment la protéine de fusion 
CYP2B6TM-RED par rapport à des tumeurs n’exprimant aucune protéine permettant de 
métaboliser le CPA ou en présence d’une protéine de fusion CYP2B6wt-RED (figure 31). 
Cette amélioration de la cytotoxicité tumorale a permis d’éradiquer complètement les 
tumeurs en utilisant des doses cumulées de CPA plus faibles que lorsque les expériences 
ont été menées avec d’autres CYP (par exemple CYP2B11: 560 mg de CPA dans notre 
stratégie contre 1540 mg pour le CYP2B11) ,]5.13040! 6@! 3?A7! +**%8! ,9:5/6:! 6@! 3?A7! +**"8. La 
diminution du volume tumoral des souris n’exprimant pas la protéine CYP2B6TM-RED, 
est à mettre au compte du métabolisme hépatique du cyclophosphamide. Des études ont 
montré que le métabolisme hépatique du CPA chez la souris était 60 fois plus efficace que 
chez l’Homme ,I56?BX6:!6@!3?A7!)('#8. Malgré cette meilleure efficacité hépatique, les doses 
utilisées n’ont pas permis d’éradiquer complètement les tumeurs de ces souris, et après un 
temps assez bref le volume tumoral reprend sa croissance. Les effets obtenus avec l’enzyme 
de fusion CYP2B6wt-RED montrent ici que l’activation du CPA par l’enzyme sauvage 
CYP2B6wt n’est pas suffisante pour avoir un effet significatif sur la tumeur aussi bien in 
vitro qu’in vivo. Ces résultats peuvent expliquer les conclusions de l’essai clinique 
MetXia®, mené par Oxford Biosciences où ils avaient exprimé le CYP2B6wt dans les 
tumeurs avant de traiter les patients avec du CPA. Seul un patient a vu une régression 
significative de sa tumeur après plusieurs cures de cyclophosphamide (Braybrooke et al., 
2005). De plus, dans cet essai, seul le CYP2B6wt a été utilisé sans l’ajout de RED. Or, la 
 
 
Figure 32 : Protocole et plan des expériences de traitement au CPA de souris 
immunodéprimées (nude) 
 
Les souris nude développeront des tumeurs exprimant ou n’exprimant le CYP2B6TM-RED, 
puis elles seront traitées au CPA. Les volumes tumoraux seront analysés pendant et après 
traitement. Si les tumeurs sont totalement éradiquées, des cellules TC1-Luc2 NI seront 
réinjectées aux souris 
! &"!
faible expression de la RED dans les tumeurs peut être à l’origine d’une faible activité de 
l’enzyme et donc une moins bonne activation de la prodrogue anticancéreuse.  
Après l’avoir démontré in vitro, nous avons également pu mettre en évidence un 
important effet bystander in vivo. En effet, avec seulement 25% de cellules capables de 
métaboliser le cyclophosphamide nous avons obtenu les mêmes résultats qu’avec des 
tumeurs possédant 100% de cellules exprimant le CYP2B6TM-RED. La réussite de toute 
GDEPT réside dans la présence d’un important effet bystander étant donné que toutes les 
cellules tumorales ne seront pas transduites par le vecteur et n’exprimeront pas l’enzyme. 
Cet effet est certainement à mettre sur le compte d’une diffusion des métabolites de proche 
en proche ,>.1@=6:! 6@! 3?A7! +**%8, les métabolites du CPA étant capables de traverser les 
membranes cellulaires de manière passive : passage dans le milieu extracellulaire puis 
pénétration dans une autre cellule n’exprimant pas nécessairement le transgène mais 
pouvant être tuée par les métabolites cytotoxiques. D’autres mécanismes de passages de 
cellules à cellules peuvent également entrer en jeu, parmi lesquels l’implication des 
jonctions communicantes (annexe III).  
 
L’élaboration d’un modèle de transfert de gène intratumoral in vivo, permettra de confirmer 
la pertinence et l’efficacité de la stratégie. Un premier protocole est actuellement en cours 
de réalisation, sur des souris C57Bl/6 immunocompétentes semblables à celles utilisées 
pour nos précédentes expériences (figure 32). Dans le détail : 
- Injection de cellules TC1 (50 000 cellules) en sous-cutané (20 souris), 
- Suivi de la croissance des tumeurs par la mesure du volume tumoral (pied à 
coulisse), 
- Lorsque le volume tumoral atteint environ 400 mm3, injection du vecteur 
lentiviral dans la tumeur : LV CYP2B6TM-RED (10 souris) ou LV Thy1 (10 
! &#!
souris) (contrôle ; Thy1 permet une analyse par cytométrie en flux des niveaux 
d’infection), l’injection se fera de part et d’autre de la tumeur en deux points (2 
* 25 !l), pour un total de 410 ng de p24 soit environ 1,13.108 particules 
infectieuses / ml, 
- 3 jours après l’injection de LV, les souris sont traitées au CPA 140 mg/Kg ip (5 
souris dans chaque groupe de LV), ce cycle est répété 3 fois, 
- A la fin du protocole d’injection de LV et de CPA, des tissus (foie, reins, 
poumon, cœur, rate) seront prélevés pour analyser l’éventuelle dissémination du 
vecteur hors de sa cible, et étudier les niveaux de transduction et d’expression du 
transgène dans la tumeur. 
Ce protocole pourra être perfectionné afin d’optimiser les modalités d’administrations du 
vecteur lentiviral et du cyclophosphamide, ainsi que les doses, en fonction des résultats 
obtenus. 
 
La meilleure affinité et le meilleur métabolisme peuvent nous laisser penser que les 
doses efficaces de cyclophosphamide pour avoir un effet antitumoral pourraient être 
diminuées à des concentrations où la toxicité systémique, non désirée, est réduite de 
manière drastique. Le CPA est connu pour entrainer des toxicités vésicales, mais aussi des 
leucopénies qui peuvent être plus ou moins sévères ,K.??012! 314! J5?F017! )(&$8! ,-5.! 6@! 3?A7!
+**&8. Dans notre modèle, nous avons pu voir qu’après traitement au CPA (140 mg/kg) les 
souris présentaient une leucopénie modérée, réversible à l’arrêt du traitement.  
L’action cytotoxique du cyclophosphamide est plus spécifique de certaines populations 
lymphocytaires parmi lesquelles les lymphocytes T régulateurs (LT Reg) ,E3:<51! 6@! 3?A7!
+*)*8. Cette  De nombreuses études ont montré que les LT Reg jouaient un rôle majeur 
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dans le microenvironnement tumoral et que leur présence était synonyme de mauvais 
pronostic et de moins bonne réponse aux traitements ,L3?3;3! 6@! 3?A7! +**(8 ,Q45@6F0! 6@! 3?A7!
+*)*8. En effet, ces lymphocytes exercent un contrôle négatif sur l’action du système 
immunitaire pour éviter un emballement de celui-ci. A l’état physiologique les LT Reg 
évitent ainsi le développement d’une immunité qui pourrait se retourner contre l’organisme 
et entrainer des maladies auto-immunes. Cependant dans le cas de tumeurs, en freinant 
l’action du système immunitaire, ils vont induire une tolérance immunitaire vis-à-vis de la 
tumeur et la laisser se développer sans contrôle. Le ciblage des lymphocytes T régulateurs 
représente aujourd’hui une cible intéressante en thérapie anticancéreuse ,46!M6S6146!6@!3?A7!
+*)*8. Dans notre stratégie, l’utilisation du cyclophosphamide nous a permis de mettre en 
évidence une déplétion spécifique des LT Reg. Les expériences de rechallenge ont permis 
de montrer le développement d’une réponse immunitaire spécifique dirigée contre un 
antigène tumoral. Les souris ayant une tumeur exprimant le CYP2B6TM-RED et dont la 
tumeur primaire a été totalement éradiquée par le traitement au CPA, ont développé une 
réaction immunitaire spécifique dirigée contre les protéines E7 du papilloma virus 
(exprimées dans les cellules TC1) lors de la réinjection de cellules TC1-Luc2 (n’exprimant 
pas le CYP2B6TM-RED). 
En 1996, l’équipe de David Klatzman avait mis en évidence dans un modèle thymidine 
kinase – ganciclovir, des différences de réponses au traitement suivant qu’il s’agissait de 
souris immunocompétentes ou immunodéficientes (nude) ,>3/31466R!6@!3?A7!)((%8. Il a ainsi 
été montré que le traitement de métastases hépatiques de cancers colorectaux est deux fois 
moins efficace chez les souris immunodéficientes que chez les souris immunocompétentes 
après traitement HSVTK – GCV ,E3:<3!6@!3?A7!)((#8A 
L’intervention du système immunitaire, par la stimulation ou la levée de l’inhibition, joue 
donc un rôle prédominant dans la destruction des cellules tumorales. Notre travail montre 
 
 
Figure 33 : Protocole et plan des expériences d’injection intratumorale du vecteur 
recombinant lentiviral CYP2B6TM-RED 
 
Après développement de tumeurs sous-cutanées, les souris recevront 3 séries d’injections 
intratumorales de vecteur lentiviral recombinant associées à un traitement CPA. 
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que l’efficacité de notre stratégie GDEPT réside dans la synergie d’action entre l’action 
cytotoxique augmentée du cyclophosphamide, l’effet bystander qui en découle et aussi le 
développement d’une immunité antitumorale. L’avantage majeur de cette stratégie réside 
dans la double action de diminution drastique (d’éradication dans le cas de modèles murins) 
de la tumeur, et de protection à long terme en cas de récidive ou de développement de 
métastases. 
L’étude du développement d’une immunité antitumorale doit être approfondie pour 
connaître les mécanismes moléculaires mis en jeu. 
Pour confirmer les effets de notre stratégie sur le système immunitaire, des modèles de 
souris immunodéprimées (nude) sont actuellement en cours de réalisation. Le protocole est 
identique à celui réalisé précédemment (figure 33). Dans le détail : 
- injection de cellules TC1-Luc2 NI (10 souris) ou CYP2B6TM-RED (10 souris) 
en sous-cutané,  
- lorsque les tumeurs atteignent un volume d’environ 400 mm3, les souris sont 
traitées au CPA 140 mg/Kg ip (5 souris par groupe), une injection par semaine, 
- En fonction des résultats obtenus après traitement, nous envisagerons de 
réinjecter des cellules tumorales, et d’étudier la croissance tumorale ;  
Le même protocole peut être utilisé sur des souris C57Bl/6 immunocompétentes, à qui on 
injecterait des anticorps dirigés contre les LT CD8 juste avant le rechallenge. Cette 
neutralisation des lymphocytes T CD8 permettrait de montrer l’implication de ces derniers 
dans la réponse immunitaire antitumorale spécifique. 
Une récente étude a mis en évidence le rôle joué par le microbiote intestinal sur les effets 
immunitaires antitumoraux du CPA ,^043! 6@! 3?A7! +*)"8. Dans ce travail, les auteurs ont 
comparé les effets du CPA sur le système immunitaire sur des souris ayant un microbiote 
 
Tableau 4 : Modèles de souris développant des tumeurs pulmonaires 
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intestinal normal et des souris n’ayant pas de microbiote intestinal (« germ free »). Ainsi, il 
a été montré que le microbiote intestinal était indispensable pour permettre la conversion 
des lymphocytes T CD4+ vers une forme TH1 ou TH17 productrice d’interleukine 17 (IL-
17) en réponse au CPA ,I03.4!6@!3?A7!+*)"8!; population TH17 qui possède un rôle essentiel 
dans l’action immunitaire anitumorale. Ces effets n’ont pas été retrouvés chez les souris 
« germ free ». Le rôle du microbiote a été confirmé en administrant un traitement 
antibiotique qui a eu pour conséquence de diminuer significativement l’efficacité de l’effet 
antitumoral du CPA. Ces effets montrent que l’importance des interactions entre le 
microbiote et le CPA dans le développement d’une réponse immunitaire antitumorale 
efficace. 
Les résultats obtenus sur les modèles animaux permettront de confirmer ou d’infirmer le 
rôle du système immunitaire dans l’efficacité de notre stratégie et de soumettre un 
manuscrit plus argumenté. 
Enfin, à l’avenir il faudra prévoir des modèles de cancer pulmonaire orthotopique avec un 
« vrai » microenvironnement tumoral permettant de reconstituer de manière le plus fidèle 
possible ce que l’on retrouve chez l’Homme. Pour cela des modèles de souris transgéniques 
présentant des mutations caractéristiques des cancers du poumon tels que KRAS, EGFR ont 
été mis au point. D’autres modèles permettent l’induction d’un cancer du poumon avec par 
exemple l’utilisation d’un système CRE-Lox qui permet d’induire des mutations d’un gène 
à un moment donné. ,K6.\02261!314!E6:127!+**$8 ,9\51!314!E6:127!+*)"8A!Des exemples sont 
présentés dans le tableau 4. Ces modèles présentent aujourd’hui des avantages par rapport 
aux modèles d’injection de cellules sous-cutanée ou même othotopique.!La suite du travail 
devra, pour plus de pertinence, utiliser ce genre de modèles. 
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CONCLUSIONS et PERSPECTIVES  
 
 Les progrès réalisés dans la prise en charge et le traitement des patients atteints de 
cancer ont permis une amélioration importante du pronostic et de leur qualité de vie. 
Malheureusement la mortalité reste encore beaucoup trop élevée. De nouvelles thérapies 
ont été mises au point mais il reste encore beaucoup à faire. Récemment, l’effort 
considérable qui a été mené sur les thérapies ciblées a permis d’augmenter la durée de vie 
des patients permettant ainsi le développement de la médecine personnalisée ,9.457! +*))8!
,9.;3:!6@!3?A7!+*)+8. Cependant malgré son coût élevé ,N.:;51617!+*))8!,G6::.20!6@!3?A7!+*))8 
,E51/6:2!6@!3?A7!+*)+8, des toxicités et des résistances restent un frein majeur à l’efficacité de 
ces traitements contre le cancer. Le développement de nouvelles thérapies est donc un 
impératif. L’amélioration d’anciennes stratégies de thérapies suicides dans le traitement des 
cancers pourraient ainsi constituer des armes dans l’arsenal thérapeutique anticancéreux. 
L’objectif de ce travail a consisté à tenter d’améliorer chacune des étapes de cette stratégie 
afin de la rendre efficace en clinique. 
 
Transfert du gène suicide : 
Comme nous avons pu le rapporter précédemment, de nombreuses équipes ont développé 
des stratégies de gène suicide avec plus ou moins de succès. La plupart d’entre eux se sont 
heurtés au problème du transfert du gène suicide ,J:D2@3?!6@!3?A7!)((&8 ,E:3D<:55X6!6@!3?A7!+**$8 
,_32.!6@!3?A7!+**&8. Si dans la plupart des essais cliniques, le transgène peut être détecté par 
des techniques sensibles, le niveau de transduction global dans la tumeur semble malgré 
tout trop faible pour assurer un effet antitumoral efficace ,J:D2@3?! 6@! 3?A7! )((&8! ,G0??3@! 6@! 3?A7!
+**"8 ,E:3D<:55X6! 6@! 3?A7! +**$8. Pour palier ces faibles niveaux de transduction, plusieurs 
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pistes ont été suivies et testées : l’amélioration de l’efficacité du gène suicide ; les 
mutations que nous avons effectuées et l’addition de la réductase permettent d’augmenter 
l’affinité du CYP2B6, la production de métabolites cytotoxique et confirme la toxicité in 
vitro et in vivo (diminution IC50, éradication complète de la tumeur chez la souris). L’effet 
bystander est essentiel, or la plupart des prodrogues utilisées (Ganciclovir, Gemcitabine…) 
ont des métabolites cytotoxiques phosphorylés incapables de diffuser à travers les 
membranes cellulaires. Pour que ces métabolites puissent exercer un effet bystander, il est 
nécessaire d’avoir des jonctions communicantes fonctionnelles permettant leur passage 
d’une cellule à l’autre (annexe III). En revanche, dans notre système, les métabolites du 
CPA (4-OH-CPA) diffusent passivement limitant l’importance des jonctions 
communicantes ,VDB=5R5.?52!6@!3?A7!+**$8 (annexe III). 
Par ailleurs, des outils mis en place pour améliorer le ciblage sont présentés dans le 
chapitre publié dans le livre Current Cancer Treatement – Novel beyond conventional 
approaches (annexe IV). En effet l’utilisation de vecteurs lentiviraux représente un moyen 
efficace pour transférer un gène dans les cellules tumorales. Les modèles d’injection du 
vecteur intratumoral permettront de déterminer les concentrations optimales de vecteur à 
utiliser et les effets toxiques qui pourraient résulter d’une dissémination dans les tissus 
sains. C’est la raison pour laquelle nous nous intéressons également au développement de 
systèmes d’amélioration du ciblage ; ou encore l’utilisation de cellules souches 
mésenchymateuses, (annexe V) qui pourrait constituer une avancée car elle permettrait de 
cibler à la fois les tumeurs et les métastases.  
L’utilisation de vecteurs viraux semi-réplicatifs peut également être envisagée pour 
améliorer l’efficacité de transduction des cellules tumorales. Ces vecteurs présentent la 
particularité de pouvoir répliquer leur génome sans générer de particules infectieuses. Pour 
cela des modifications génétiques peuvent être apportées pour permettre une expression ou 
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une réplication du génome tissu spécifique, par exemple ,H3?<3! 6@! 3?A7! +**&8. Ces 
modifications permettent ainsi une limitation et un contrôle de la réplication virale au 
niveau du site tumoral. Des études in vivo sur des souris ont permis de mettre en évidence 
une meilleure efficacité de transduction grâce à l’utilisation de vecteurs viraux semi-
replicatifs, comparée à l’utilisation de vecteurs viraux non réplicatifs ,L5??D! 6@! 3?A7! +**"8!
,O31/!6@!3?A7!+**"8. 
 
Chimiothérapie cytotoxique et réponse immunitaire :  
Ce travail a montré que la GDEPT que nous avons mis en place agit sur deux aspects 
essentiels des thérapies anticancéreuses : la destruction des cellules tumorales par une 
action cytotoxique des médicaments (bioactivation, effet bystander) et par le 
développement d’une immunité antitumorale ,>3/31466R! 6@! 3?A7! )((%8! ,Q/3:4! 6@! 3?A7! +**)8!
,9.:0D3;3! 6@! 3?A7! +**#8! ,N314=3! 6@! 3?A7! +**$8. Le déclenchement d’une immunité efficace, 
dirigée contre la tumeur, est une des clés pour éviter le développement précoce de 
résistances aux chimiothérapies anticancéreuses ,-3D162! 6@! 3?A7! +**'8! ,H=543RX3:7! +*)"8!
,Y=61/!6@!3?A7!+*)"8. L’utilisation d’une combinaison CYP2B6TM-RED / CPA présente un 
avantage par rapport à d’autres combinaisons gène suicide – prodrogue car en plus du 
développement d’une immunité induite par un traitement cytotoxique, le CPA de par ses 
propriétés va cibler les cellules immunitaires régulatrices (LT Reg) et amplifier cette 
réponse antitumorale. 
 
Outre l’action connue du CPA à faible dose, qui a aussi été démontrée dans ce travail, sur 
les lymphocytes T régulateurs, des publications mettent en avant le pouvoir du CPA à 
induire une mort immunogénique ,9:56;6:!6@!3?A7!+*)"8A!!
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Au cours de la mort immunogénique les cellules vont envoyer des signaux permettant 
d’activer le système immunitaire et de le « prévenir ». La plupart des chimiothérapies 
anticancéreuses cytotoxiques induisent une mort cellulaire par apoptose au cours de 
laquelle la cellule va exprimer des molécules qui vont permettre la phagocytose de la 
cellule et la présentation d’antigènes aux cellules immunitaires. 
Ainsi dans notre stratégie, les réactions immunitaires développées après expression de la 
protéine CYP2B6TM-RED et le traitement au CPA peuvent être dûes à l’association de 
l’induction d’une mort immunogénique et d’une diminution des LT Reg. 
Ainsi, nous recherchons actuellement si les mécanismes impliqués dans la mort 
immunogéniques sont effectivement déclenchés par notre stratégie. Pour cela des cellules 
(A549 et TC1) exprimant le CYP2B6TM-RED seront traitées à des concentrations en CPA 
qui induisent la mort d’environ 20 % des cellules, et les facteurs impliqués dans le 
processus de mort immunogénique seront étudiés : l’expression de la calréticuline ,>3:/!6@!
3?A7!+*)+8, qui est exprimée à la surface des cellules comme signal de reconnaissance pour la 
phagocytose, les protéines du stress du réticulum endoplasmique ,96RR! 6@! 3?A7! +*)"8 et le 
relargage d’ATP ,K3:@012! 6@! 3?A7! +*)"8. La démonstration in vitro d’une mort 
immunogénique devra être confirmée in vivo sur des modèles animaux. 
 
Association avec d’autres traitements : 
L’association de notre GDEPT à des vaccins thérapeutiques pourrait également être 
envisagée. Ces derniers s’appuient sur l’utilisation d’antigènes tumoraux fortement 
exprimés à la surface des cellules tumorales pour déclencher une réponse immunitaire 
dirigée spécifiquement contre ces antigènes. Nos résultats ont montré que notre stratégie 
permettait une déplétion spécifique des lymphocytes T régulateurs favorisant le 
développement d’une immunité antitumorale. En collaboration avec les équipes du 
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Professeur Eric Tartour (INSERM UMR-S 970, Hôpital Européen Georges Pompidou) et 
du Professeur François Lemoine (UMRS 7211 CNRS / INSERM U959, Hôpital Pitié 
Salpêtrière) qui développent des vaccins dirigés contre les protéines du virus du papilloma 
dans les cancers ORL ,L3145F3?!6@!3?A7!+*)"8! ,W62B30??6!6@!3?A7!+*)"8! ,_0S3:4!6@!3?A7!+*)"8, 
nous pourrions envisager de développer des modèles associant nos deux stratégies. 
Le CPA étant métabolisé par la partie CYP2B6TM du gène de fusion, et le fait que 
nous ayons de la réductase en excès, puisqu’il faut en moyenne 1 mole de RED pour 10 
moles de CYP ,L=0:3X0! 314!>.61/6:0B=7!)('#8, nous laisse penser que nous pourrions tester 
des prodrogues activées par la RED telles que mitomycine C, tirapazamine par exemple 
,LB=\3:S!6@!3?A7!)((*8. Ainsi, des combinaisons de ces prodrogues avec le CPA pourraient 
être testées, et nous pouvons faire l’hypothèse d’un effet synergique de ces médicaments 
associés. Des modèles animaux afin de déterminer les concentrations optimales de 
prodrogues à utiliser sont en cours de développement. 
 
Autres cibles : 
Avant qu’une technique de ciblage performante soit mise en place, le transfert du gène 
suicide pourrait s’effectuer pour les tumeurs accessibles (ORL, sein, mélanome) par 
injection intratumorale du lentivirus recombinant. L’objectif sera de permettre, à défaut 
d’une éradication complète, une diminution de la taille des tumeurs limitant les mutilations 
de la chirurgie de résection ; cette stratégie peut aussi être utilisée après la chirurgie. Par 
exemple, des études cliniques ont été menées sur des patients atteints de glioblastome qui, 
après chirurgie de résection, ont reçu directement dans ce qui restait de la tumeur, le 
vecteur HSV-tk puis le traitement au ganciclovir ,L=314! 6@! 3?A7! )(((8. Le but était ici 
d’éliminer les cellules tumorales n’ayant pas été retirées par la chirurgie ; ce qui est très 
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fréquent dans les glioblastomes du fait des difficultés de la résection chirurgicale et du 
caractère très invasif de ce cancer. 
Le lymphome de Burkitt, dont le traitement principal est le CPA, peut également 
représenter une bonne cible (au niveau des tumeurs de la face) (annexe II). 
 
Enfin, le but ultime de notre travail est le transfert de notre stratégie en clinique. Ceci 
nécessiterait d’une part l’implication de partenaires industriels ou académiques pour 
produire des lentivirus recombinants de grade clinique ; d’autre part l’implication de 
cancérologues cliniciens pour lesquels notre stratégie pourrait constituer une alternative en 
cas d’échec des traitements conventionnels. Un des autres avantages de notre combinaison 
est que le cyclophosphamide est une molécule ancienne dont on connait très bien la 
pharmacocinétique et la pharmacodynamie. Ainsi, nous avons un recul sur les toxicités, les 
effets secondaires et les risques de résistances.  
Un futur challenge… 
 
 
! '#!
 
Partie III : ANNEXES 
 
Au cours de cette thèse des travaux complémentaires permettant de mieux comprendre les 
mécanismes moléculaires mis en jeu dans certains phénomènes tels que l’effet bystander 
ont été étudiés. Nous avons également développé de nouvelles stratégies de ciblage et de 
vectorisation afin d’améliorer l’efficacité de notre stratégie gène suicide. Les résultats 
préliminaires sont présentés en annexes et permettent d’ouvrir de nouvelles perspectives 
dans l’amélioration de la GDEPT. 
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ANNEXE I : Brevet 
 
Mai 2012, Patent PCT / EP2012 / 058219 : Mutant cytochrome P450 2B6 proteins and uses 
thereof. 
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Annexe II : Polymorphismes du CYP2B6 
 
Le tableau qui suit récapitule les différents allèles du CYP2B6. 
 
Tableau Récapitulatif des allèles du CYP2B6! !
!!
CYP2B6 allele nomenclature 
!
!"#$%&'()%*#+,-.%/! 0-123%*,#'(4('2!5$$%$%! 67&'%(-!
#8!5! 9%-%! 0::%#'! ;-<4(4&! ;-<4('7&! =%:%7%-#%/!
!"#$%&'()* "#$%&'()! !! !! !! *+,-./! *+,-./! #.-.0+!+,*-./1!)232!
!"#$%&'(%* "#$%&'()! !! 4%5%678"! !! !! !! 9.-:.!+,*-./1!%665!
!"#$%&'(!* "#$%&'()! !! 4%5%678";!)<=25"8>;!)==3%"87! !! !! !! 9.-:.!+,*-./1!%665!
!"#$%&'(0* "#$%&'()! !! 4)??3@8>;!4))3'"8>;!)%2)?@87! !! !! !! 9.-:.!+,*-./1!%665!
!"#$%&'(1* "#$%&'()! !! 4)=?3"87;!4?=?"87! !! !! !! 9.-:.!+,*-./1!%665!
!"#$%&'(2* "#$%&'()! !! 4)%%<@8>! !! !! !! 9.-:.!+,*-./1!%665!
!"#$%&'(3* "#$%&'()! !! 4?=678"! !! !! !! 9.-:.!+,*-./1!%665!
!"#$%&'(4* "#$%&'()! !! 4%5%678";!4?=678"! !! !! !! ABCCB!+,*-./1!%66<!
!"#$%&'(5* "#$%&'()! !! 4%5%678";!4)??3@8>;!4))3'"8>;!4?=678"!
!! !! !! ABCCB!+,*-./1!%66<!
!"#$%&'(6* "#$%&'()! !! 4)2?%"87;!4)=?3"87;!4?=678"! !! !! !! ABCCB!+,*-./1!%66<!
!"#$%&'(7* "#$%&'()! !! 4)=?3"87;!4?=678"! !! !! !! ABCCB!+,*-./1!%66<!
!"#$%&'(8* "#$%&'()! !! 4)=?3"87! !! !! !! ABCCB!+,*-./1!%66<!
!"#$%&'(9* "#$%&'()! !! 4)<='78";!4?=678"! !! !! !! ABCCB!+,*-./1!%66<!
!"#$%&'$)* "#$%&'(%! '<"87!! '<"87! D%%"! !! !! 9.0E!+,*-./1!%66)!
!"#$%&'$%* "#$%&'(%! '<"87;!%)'>8"! '<"87;!)%?<6>8"! D%%"! ! ! 9.-:.!+,*-./1!%665!
!"#$%&':* "#$%&'(5! ???"8@! )36<="8@! F%=2D! !! !! 9.0E!+,*-./1!%66)!
!"#$%&';)* "#$%&'(<! ?3=@8>! )36=5@8>! G%'%D! !! !! 9.0E!+,*-./1!%66)!
!"#$%&';%* "#$%&'(<! ?3=@8>! 4%5%678";!4)??3@8>;!4))3'"8>;!4?=678";!)36=5@8>!
G%'%D! !! !! ABCCB!+,*-./1!%66<!
!"#$%&'()*#"+,%-(
!"#$%&'(!) &./01234( !*",%-( )*#"+,%-'()05)!,%$( 60207( (( (( 89:;<(*+),-.=(0##4(
!"#$%&'(/) &./01234( !*",%-( >)4"2$%&'(>!"#$%&'()*#"+,%-( 60207( (( (( ?@A@BCD(*+),-.=(0##"(
!"#$%&'01) &./0123"( )4"5&%$( 0""#"&%$( 74*!&( (( (( E9BF(*+),-.=(0##)(
!"#$%&'0%) &./0123"( )4"5&%$( >0+0#$%&'(>!"#$%&'(0""#"&%$( 74*!&( (( (( GHIIH(*+),-.=(0##4(
!"#$%&'0!) &./0123"( )4"5&%$( >"5),%-'(0""#"&%$( 74*!&( (( (( ?@A@BCD(*+),-.=(0##"(
!"#$%&'&1) &./01232( ")2-%$'(!*",%-( )"2+)-%$'()*#"+,%-( J)!0G'(60207( (( (( E9BF(*+),-.=(0##)(
!"#$%&'&%) &./01232( ")2-%$'(!*",%-( >)4"2$%&'(>!"#$%&'()"2+)-%$'()*#"+,%-(
J)!0G'(60207( (( (( GHIIH(*+),-.=(0##4(
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 Exons Contrôle A Contrôle B Burkitt 
1 Pas de mutation Pas de mutation Pas de mutation 
2 
G216C en position 
hétérozygote pas de 
changement d'acide 
aminé 
Pas de mutation Pas de mutation 
3 Pas de mutation Pas de mutation Pas de mutation 
4 
G516T hétérozygote 
Mutation de l'acide 
aminé glycine 172 en 
histidine  
Pas de mutation Pas de mutation 
5 
A785G hétérozygote 
Mutation de l'acide 
aminé lysine 262 en 
arginine  
A785G hétérozygote 
Mutation de l'acide 
aminé lysine 262 en 
arginine  
Pas de mutation 
6 Pas de mutation Pas de mutation Pas de mutation 
7 Pas de mutation Pas de mutation Pas de mutation 
8 Pas de mutation Pas de mutation Pas de mutation 
9 C1459T hétérozygote Pas de mutation   
  
Mutation de l'acide 
aminé arginine 487 
en cystéine  
Pas de mutation 
Mutation de l'acide 
aminé arginine 487 
en cystéine 
Allèle 
(d'après 
Lang et al., 
2001) 
2B6*7 2B6*4 2B6*5 
Tableau 8 : Génotypage du CYP2B6 dans une lignée de lymphome de Burkitt 
! '&!
 
Des variations de métabolisme en fonction des polymorphismes pourraient expliquer les 
différences de réponse au CPA. Ainsi dans le lymphome de Burkitt, dont le traitement 
principal est le cyclophosphamide, environ la moitié des patients ne répond pas au 
traitement ,V:35:6! 6@! 3?A7! +*))8. A ce jour, aucune étude n’a réussi à expliquer ces 
différences. 
A partir d’une lignée cellulaire de lymphome de Burkitt humain (GA-10 ; ATCC : CRL- 
2392) résistant au CPA, nous avons extrait l’ADN et génotypé tous les exons du CYP2B6. 
L’allèle exprimé dans cette lignée est l’allèle 2B6*5 (tableau 8). 
Aucune étude épidémiologique n’a pu montré un effet de ce polymorphisme dans le 
métabolisme du CPA, les fréquences ayant toujours été trop faibles. Cependant un travail, 
présenté en 2011 lors de l’Annual meeting for the society of research on nicotine and 
Tobacco (Y=.!6@!3?A7!+*))) (Toronto, Canada), a étudié l’expression de différents allèles du 
CYP2B6, dans Escherichia Coli, par Western Blot. Les résultats ont montré une très faible 
expression (quasi nulle) du CYP2B6*5 par rapport aux autres allèles (CYP2B6*1, *4, *6). 
Cette très faible expression du CYP2B6 pourrait correspondre à une très faible activation 
du CPA, et expliquer la résistance du patient au traitement. Une étude des polymorphismes 
du CYP2B6 sur un large échantillon de patients atteints de lymphome de Burkitt résistants 
ou non au cyclophosphamide permettrait d’identifier d’éventuels polymorphismes 
responsables de la résistance au traitement. 
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ANNEXE III : L’effet bystander dans la GDEPT 
 Le faible pourcentage de cellules transduites, et donc de cellules capables de 
métaboliser la prodrogue en métabolites cytotoxiques, est un obstacle pour la GDEPT. Pour 
que la technique soit efficace, des mécanismes permettent de contourner cet obstacle, en 
particulier l’effet bystander ou effet de voisinage.  
 
I. L’effet bystander 
L’effet de voisinage (ou de proximité), encore appelé bystander, entraine la mort de 
cellules tumorales qui n’expriment pas le transgène ; avec le passage des métabolites 
toxiques des cellules qui expriment le transgène vers les cellules qui ne l’expriment pas. Ce 
passage se fait notamment par diffusion et/ou via les jonctions communicantes. 
On retrouve beaucoup de travaux dans la littérature ayant étudié l’effet bystander dans la 
GDEPT, car il joue potentiellement un rôle clé dans la réussite du traitement. De manière 
générale, ces études démontrent qu’en fonction de la nature chimique des métabolites 
cytotoxiques, l’une et/ou l’autre de ces deux voies est impliquée. 
 
I.1 Effet bystander passant par la diffusion passive dans la 
GDEPT 
 La diffusion passive de molécules entre cellules se fait suivant un gradient de 
concentration. Comme son nom l’indique, il s’agit d’un phénomène qui ne consomme pas 
d’énergie et qui n’est pas saturable. Les principaux critères entrant en jeu dans la diffusion 
passive sont : la taille de la molécule, le caractère lipophile de la molécule, l’état 
d’ionisation et le gradient de concentration. 
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 Ainsi par exemple, la famille des oxazaphosphorines activées par les CYP, le 
CB1954 activé par la nitroréductase produiront des métabolites actifs, capables de diffuser 
librement à travers les membranes cellulaires et d’exercer leurs effets cytotoxiques sur les 
cellules adjacentes ,O60!6@!3?A7!)(($8!,J=61!314!O3`;317!)(($8!,G:064?52!6@!3?A7!)(('8!,>.1@=6:!6@!
3?A7!+**%8. 
 
I.2 Effet bystander passant par les jonctions communicantes 
dans la GDEPT 
 
 Les jonctions communicantes ou « Gap junction » sont des groupes de canaux 
membranaires (« plaques jonctionnelles ») qui permettent l’échange direct de petites 
molécules (<1 kDa comme des ions, des seconds messagers : AMPc, Inositol triphosphate, 
acides aminés, sucres, nucléotides) entre les cytoplasmes de deux cellules voisines, en 
créant un couplage électrique et métabolique dans une grande variété de cellules et de tissus 
(à l’exception des plaquettes, des érythrocytes, des cellules musculaires et des 
spermatozoïdes) ,>554615./=!314!N3.?7!+**(8A!Ces canaux « jonctionnels » se forment par la 
juxtaposition de deux hémicanaux transmembranaires (ou connexons) émis à partir de 
chacune des cellules adjacentes ,E:.SS516! 6@! 3?A7! )((%8. Ces connexons sont formés de six 
protéines transmembranaires appelées connexines (Cx) ,L5=?! 314! O0??6BX67! +**"8! et 
présentent une forte homologie entre elles à l’exception de leur boucle intracellulaire et leur 
partie C-terminale. Cette variabilité dans le nombre d’acides aminés de leur région C-
terminale conduit à des variations de poids moléculaire des connexines (entre 20 kDa et 60 
kDa) et donne la nomenclature utilisée pour désigner chaque connexine ; par exemple la 
connexine 43 (Cx 43) a un poids moléculaire de 43 kDa. Dans le poumon sain, les formes 
majoritairement exprimées sont les Cx26, Cx32, Cx43 ,93:!6@!3?A7!+*)+8. 
 !!
Figure 34 : Effet bystander sur des cellules non transduites : exemple de HSV-tk  
(D’après Mesnil et al, 2004) 
 
La toxicité dans les cellules (cytoplasme rouge) ne se limite pas à la cellule transduite (cellule 
au noyau rouge) mais atteint aussi les cellules voisines (cellules au noyau blanc). Les 
jonctions communicantes augmentent cet effet. 
Ici les cellules ayant des jonctions communicantes fonctionnelles vont avoir un effet 
bystander alors que celles n’ayant pas de jonctions communicantes n’auront pas d’effet 
bystander. 
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 L’hypothèse d’une implication des jonctions communicantes dans ce phénomène 
d’effet de proximité a été suggérée pour la première fois dans des thérapies suicides 
utilisant le gène de la thymidine kinase associé à un traitement au ganciclovir. En effet, les 
métabolites du  ganciclovir sont phosphorylés et ne peuvent pas diffuser de manière passive 
mais ont la taille requise (< 1 kDa) pour passer au travers des jonctions communicantes et 
exercer sa toxicité aux cellules adjacentes ,>5?4<6:/!314!E6:@:3;7!)((#8! ,N0@@27!)((#8. Par la 
suite, cette hypothèse a été vérifiée in vitro en mélangeant des cellules de fibrosarcomes 
exprimant ou non la thymidine kinase ,E0! 6@! 3?A7! )(("8 ou des fibroblastes exprimant la 
thymidine kinase et des lignées cellulaires tumorales ne l’exprimant pas ,G0BX!6@!3?A7!)(($8A 
D’autres études ont renforcé l’idée de l’implication des jonctions communicantes dans 
l’effet bystander du traitement au ganciclovir par la transfection des gènes de connexine!
dans des cellules tumorales ,K6210?!6@!3?A7!)((%8! ,C?2=3;0!6@!3?A7!)((%8A L’équipe de Mesnil a 
montré qu’en transfectant des cellules tumorales HeLa (n’exprimant pas de connexines 
endogènes) avec le gène de la Cx 43, on observait une élimination quasi complète des 
cellules HeLa même si seulement 10 % des cellules HeLa « rendue communicantes » 
exprimaient le gène de la thymidine kinase. Les auteurs en ont conclu que 90 % des cellules 
normalement insensibles au ganciclovir l'étaient devenues par l'établissement de jonctions 
communicantes et donc d'une communication intercellulaire directe ,K6210?! 6@! 3?A7! )((%8 
(figure 34). Enfin, une étude récente démontre que le Tanshinone IIA (Tan IIA), une herbe 
issue de la médecine chinoise connue  pour  favoriser la surexpression des Cx26 et Cx43 
dans des cellules B16 (mélanome de souris) augmente ainsi l'effet bystander du système 
thymidine kinase / ganciclovir grâce à une augmentation du couplage jonctionnel ,[035!6@!
3?A7!+*)"8A 
 Toutes ces études montrent que l’induction des connexines / jonctions 
communicantes dans un effet bystander peut potentialiser les effets d’une GDEPT 
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notamment lorsque que les métabolites toxiques ne peuvent pas diffuser passivement à 
travers les membranes. Cependant, de nombreuses études ont montré que dans la plupart 
des processus néoplasiques, l’expression des connexines étaient fortement diminuée et 
qu’elles se localisaient anormalement dans le cytoplasme des cellules ,N501@02! 6@! 3?A7! +**&8 
,J:5106:!6@!3?A7!+**(8!diminuant ainsi le couplage jonctionnel entre les cellules tumorales. 
! (+!
 
Présentation du travail 
 Le cyclophosphamide possède l’avantage d’avoir des métabolites diffusibles 
passivement d’une cellule à l’autre ,O60!6@!3?A7!)(($8!,J=61!314!O3`;317!)(($8!,>.1@=6:!6@!3?A7!
+**%8, contribuant ainsi à un effet bystander et entrainant la mort des cellules tumorales 
adjacentes (mécanisme 1). Comme il a été décrit précédemment, cet effet de proximité 
pourrait également utiliser les jonctions communicantes (mécanisme 2), comme avec des 
métabolites phosphorylés et en dépit d’une expression fortement diminuée dans un grand 
nombre de tumeurs ,J:5106:!6@!3?A7!+**(8! ,N501@02!6@!3?A7!+**&8. C’est pourquoi, afin d’étudier 
l’effet bystander lors de la réponse thérapeutique du CPA, nous nous sommes proposés de 
savoir si ces deux mécanismes agissaient en synergie. 
Dans un premier temps, nous avons regardé les effets des métabolites du CPA sur des 
cellules tumorales pulmonaires humaines (A549) en étudiant la stabilité du CPA et du 4-
OH-CPA dans les milieux de cultures de cellules exprimant la protéine CYP2B6TM-RED, 
par spectrométrie de masse et les effets de ces milieux conditionnés sur des cellules A549 
naïves ; le but étant l’étude de la diffusion passive.  
Nous avons ensuite vérifié la présence de jonctions communicantes dans des biopsies de 
tumeurs pulmonaires humaines et dans une lignée tumorale pulmonaire humaine (A549) en 
étudiant les niveaux expression des ARNm de connexines majoritairement retrouvés dans 
le poumon sain (Cx26, Cx32, Cx43) par qRT-PCR. Puis nous avons examiné l’expression 
de la Cx43 par western blot et sa localisation tissulaire et cellulaire par 
immunofluorescence. Une technique de microscopie confocale, le Gap-FRAP (Gap pour 
« Gap junction » Fluorescence recovery after photobleaching) ,J3:6@@6! 6@! 3?A7! +**(8! a été 
utilisée pour étudier la fonctionnalité des jonctions communicantes entre les cellules A549A!
! ("!
Enfin, nous avons analysé l’effet cytotoxique du CPA in vitro en présence d’un inhibiteur 
spécifique des connexines : l’acide alpha-glycyrrhétinique (!-GA), par des tests MTS. !
 
Matériels et Méthodes 
 
 Etude de la stabilité des métabolites du cpa et de leur 
diffusion dans les cellules 
 Des cellules A549 exprimant la protéine CYP2B6TM-RED ont été incubées durant 
48 heures avec du CPA (1 ou 3 mM), ou du 4-OOH-CPA (4-hydropéroxy-CPA) qui se 
transforme spontanément en 4-OH-CPA en solution. Après incubation, du milieu de culture 
est récupéré puis analysé par spectrométrie de masse au laboratoire de Biochimie de 
l’Hôpital Saint Louis (Dr Bernard Gourmel), pour déterminer les concentrations de CPA et 
de 4-OH-CPA. Parallèlement, pour étudier la diffusion des métabolites, la concentration en 
4-OH-CPA dans le milieu de cellules A549 exprimant le CYP2B6TM-RED et traitées au 
CPA a été mesurée et la toxicité de ce milieu conditionné sur des cellules A549 naïves a été 
testée. 
 
Test de Fonctionnalité des jonctions communicantes (Gap-
FRAP) 
Des cellules A549 exprimant ou non le transgène CYP2B6TM-RED, traitées ou non 
au CPA (1,5 mM), ont été incubées en présence de calcéine – AM (Invitrogen) à une 
concentration de 5 !M dans du milieu de culture pendant 30 minutes à 37°C°. La calcéine 
AM pénètre par diffusion passive dans les cellules puis par desetérification sous l’action 
d’estérases cytoplasmiques émet une fluorescence verte et ne diffuse plus à travers les 
! (#!
membranes cellulaires. Ces cellules « devenues » fluorescentes sont observées au 
microscope confocal (Zeiss LSM 510) et sont sélectionnées aléatoirement pour être 
individuellement photoblanchies avec un laser (488 nm). Après photoblanchiement, des 
images sont prises toutes les 3 minutes pendant 12 minutes. Le pourcentage de retour de 
fluorescence dans les cellules photoblanchies est analysé avec le logiciel ImageJ sur les 
images prises 12 minutes après le photoblanchiement. Le retour de fluorescence dans une 
cellule photoblanchie démontre que les jonctions communicantes sont fonctionnelles 
laissant passer la calcéine fluorescente, verte, des cellules avoisinantes (non 
photoblanchies). Cette expérience a été validée par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique 
des jonctions communicantes, l’acide alpha glycyrrhétinique ("-GA ou AGA) (75 !M) 
,J3:6@@6!6@!3?A7!+**(8. 
 
Immunofluorescence 
Les coupes de biopsies des tumeurs pulmonaires sont obtenues après coupe à 
congélation, et les cellules (A549) ensemencées sur lamelles sont fixées au méthanol durant 
6 minutes à -20°C. Les échantillons sont ensuite perméabilisés avec 0,1 % de triton X100 
dans du PBS pensant 15 minutes à température ambiante. Après le blocage des antigènes 
non spécifiques avec de la BSA 3% dans du PBS pendant 30 minutes, les échantillons sont 
incubés avec les anticorps primaires : anti-Cx43 (souris, 1/100) et anti-ZO1 (lapin, 1/200) à 
4°C pendant la nuit. Après plusieurs rinçages avec du PBS-BSA 3%, les échantillons sont 
ensuite incubés avec des anticorps secondaires couplés aux fluorochromes anti-FITC ou 
TRITC (respectivement anti-souris, anti-lapin produit chez la chèvre), deux heures à 
température ambiante. Les échantillons sont scellés à l’aide d’un milieu de montage 
contenant du DAPI. 
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Les échantillons sont observés avec un microscope à épifluorescence TE-2000E (Nikon) et 
des images sont collectées avec le logiciel NIS Element (Nikon) et déconvoluées avec le 
logiciel AutoQuant (Media Cybernetics). 
 
PCR Expression Connexines 
Pour étudier les niveaux d’expression de connexines dans les biopsies et les cellules 
A549, les ARNm totaux ont été extraits à l’aide d’un kit RNeasy Qiagen. Les ARNm 
extraits sont rétro-transcrits à l’aide du kit High Capacity cDNA Archive (Applied 
Biosystems). 
 
Amorces utilisées : 
Cx 43 
F 5’-CTATCTTTGAGGTGGCCTTTC-3’ 
R 5’-TCGCTCTTTCCCTTAACCCG-3’ 
Cx 32 
F 5’-AAATGCTACGGCTTGAGGGC-3’ 
R 5’-CGGAACACCACGCTGATGAC-3’ 
Cx 26 
F 5’-GCTGCAAGAACGTGTGCTAC-3’ 
R 5’-TGGGTTTTGATCTCCTCGAT-3’ 
 
 
 
 
 
  CPA (!mol/L) 4-OH-CPA (!mol/L) 
Traitement 48 heures 
CPA 1 mM 
649,35 2,08 
Traitement 48 heures 
CPA 3 mM 
1843,11 1,46 
Traitement 48 heures de 
cellules naïves avec 
surnageant de cellules traitées 
au CPA 3 mM 
1319,13 0,34 
Traitement 48 heures 
4-OOH-CPA 1 mM 
- 0,24 
Traitement 48 heures 
4-OOH-CPA 2 mM 
- 0,50 
Traitement 48 heures 
4-OOH-CPA 3 mM 
- 1,64 
Tableau 7 : Concentrations en CPA et 4-OH-CPA retrouvées dans des milieux de 
cultures après traitement de cellules A549 CYP2B6TM-RED avec du CPA ou du 4-
OOH-CPA durant 48 heures  
Les concentrations ont été mesurées par spectrométrie de masse (Hôpital Saint-Louis, Paris, 
Service de Biochimie, Dr Bernard Gourmel) 
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RESULTATS 
 
Etude de la stabilité des métabolites du CPA et de leurs effets 
sur les cellules. 
 Les cellules A549 exprimant la protéine CYP2B6TM-RED traitées au CPA à 1 ou 3 
mM produisent du 4-OH-CPA qui est observé 48 heures après le début du traitement, on 
retrouve également des concentrations importantes de CPA dans le milieu. Lorsque l’on 
ajoute du milieu de culture conditionné, provenant de cellules A549 CYP2B6TM-RED 
traitées 48 heures au CPA, sur des cellules A549 naïves (n’exprimant pas le CYP2B6TM-
RED), on observe : d’une part que 96 heures après on retrouve du 4-OH-CPA dans les 
milieux de culture (tableau 7) et d’autre part on observe une mortalité cellulaire. 
Dans les milieux de cultures des cellules traitées au 4-OOH-CPA (4-hydropéroxy-CPA), on 
ne retrouve pas de CPA, en revanche on retrouve du 4-OH-CPA. 
Une mortalité cellulaire est également observée sur les cellules A549 traitées avec du 4-
OOH-CPA. 48 heures après le début du traitement. 
 
Niveaux d’expression en ARNm des connexines 26, 32, 43, dans 
une lignée tumorale et dans des biopsies de tumeurs 
pulmonaires humaines. 
Nous avons étudié les niveaux d’expression en ARNm des connexines 26, 32 et 43 
majoritairement retrouvés dans le poumon sain ,93:! 6@! 3?A7! +*)+8 (figure 35), dans 20 
biopsies humaines de tumeurs pulmonaires. 
On observe dans un premier temps que les niveaux d’expression des ARNm des connexines 
26, 32, 43 varient énormément d’une biopsie à une autre.  
 
Figure 35 : Expression relative des connexines 26, 32, 43 dans des biopsies tumorales 
pulmonaires humaines 
! (&!
On peut voir que parmi les 3 principales connexines exprimées dans le poumon, la 
connexine 43 est la plus exprimée, aussi bien dans le tissu sain que dans les tissus 
tumoraux. 
 
 A la suite de ces résultats ; nous avons décidé de nous focaliser plus 
particulièrement à l’expression et la localisation protéique de la connexine 43 (Cx43) 
 
Expression et localisation de la connexine 43 dans une lignée 
tumorale et des coupes de biopsies tumorales pulmonaires 
humaines. 
 
A. L’expression de la connexine 43 a été mise en évidence par Western Blot dans les 
cellules A549, matérialisée par une bande à 43 kDa non visible dans les cellules HeLa 
n’exprimant pas de connexines endogènes ,K6210?!6@!3?A7!)((%8 (figure 36 A). En comparant 
avec des cellules de Sertoli, SerW3, non tumorales qui expriment de manière endogène la 
Cx43 ,G05:010! 6@! 3?A7! +**'8, on peut voir que l’expression de la Cx43 est diminuée dans les 
cellules tumorales de poumon A549. 
 
B. Le marquage de la Cx43 par immunofluorescence sur les coupes de biopsies 
pulmonaires montre sa présence en formant quelques lignes membranaires entre les 
cellules, comme le montre la colocalisation avec ZO-1, protéine d’échafaudage sous-
membranaire. Ces lignes sont caractéristiques des regroupements de canaux de connexines 
entre les membranes des cellules autrement appelées « plaques jonctionnelles », signe 
d’une communication intercellulaire. Le même type de marquage est retrouvé dans les 
cellules de la lignée A549, on observe quelques lignes membranaires qui colocalisent avec 
  
 
Figure 36 : Images d’immunofluorescence de lignées tumorale pulmonaire humaine 
A549 et d’une coupe de tumeur pulmonaire humaine 
En bleu les cellules colorées par le DAPI. En rouge le marquage de la protéine ZO-1, en vert 
le marquage de la connexine 43 !
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ZO-1, mais cette analyse in vitro nous montre également un signal diffus de la Cx43 dans le 
cytoplasme des cellules signe d’une perte du couplage jonctionnel sous forme de plaques 
jonctionnelles à la membrane (figure 36 B).  
 
 Ces résultats confirment qu’il y a bien une perturbation dans l’expression et une 
aberration dans la localisation intracellulaire des connexines dans les processus 
néoplasiques comme il a été observé dans la littérature ,N501@02! 6@! 3?A7! +**&8! ,J:5106:! 6@! 3?A7!
+**(8, cependant le peu de canaux restant à la membrane sont-ils fonctionnels et ainsi, 
contribueraient-ils à un effet bystander des métabolites cytotoxiques du CPA passant par 
les jonctions communicantes ? 
 
Test de fonctionnalité des jonctions communicantes dans des 
cellules A549 
Pour mettre en évidence la fonctionnalité du couplage jonctionnel dans les cellules 
A549, nous avons utilisé la technique du Gap-FRAP. Plusieurs conditions ont été testées : 
traitées ou non au CPA, en présence ou non d’inhibiteur des connexines… 
On peut voir que dans toutes les conditions, les cellules photoblanchies (panel central) 
connaissent un retour de fluorescence qui se matérialise par un retour à une couleur verte 
claire au bout de 12 minutes, avec en moyenne un pourcentage de retour de 15 % contre 
30% de retour dans les SerW3, cellules de Sertoli non tumorales (figure 37 A) ,G05:010!6@!3?A7!
+**'8. En présence de l’inhibiteur des connexines (!-GA), le retour est quasi nul, de l’ordre 
de 3-4 %. 
Ces résultats montrent que bien que l’expression des connexines soit diminuée, le peu de 
plaques jonctionnelles présentes à la membrane des cellules A549 sont fonctionnelles. 
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Nous avons donc voulu savoir si le peu de jonctions communicantes fonctionnelles pouvait 
participer à l’effet cytotoxique du CPA. 
 
Etude de la cytotoxicité du Cyclophosphamide en présence d’un 
inhibiteur des connexines 
 Nous avons traité des cellules A549 exprimant le gène de fusion CYP2B6TM-RED 
avec des concentrations croissantes de CPA durant 48 heures. Dans le cas contrôle, après 
48 heures de traitement à 3 mM, nous retrouvons une bonne sensibilisation des cellules 
tumorales avec une mortalité cellulaire importante, d’environ 60 %. En présence 
d’inhibiteur des connexines (!-GA), on observe une moindre sensibilisation des cellules de 
l’ordre de 35 %. 
Les résultats nous laissent penser qu’en plus d’un effet bystander par diffusion passive des 
métabolites, il pourrait y avoir un effet passant par les jonctions communicantes. 
 
DISCUSSION 
 
 L’efficacité de la GDEPT repose en partie sur la présence d’un effet bystander.  
Ainsi, comme les résultats le montrent, les métabolites actifs su cyclophosphamide sont 
capables de diffuser à travers les membranes cellulaires. Ces effets toxiques produits par le 
4-OH-CPA seul sur les cellules A549, et ceux produits par le milieu conditionné montrent 
qu’en plus de diffuser ils sont capables d’exercer leurs effets cytotoxiques relativement 
longtemps. 
Nous avons vu que dans des tissus tumoraux l’expression des connexines était diminuée par 
rapport aux tissus sains ,N501@02!6@!3?A7!+**&8! ,J:5106:!6@!3?A7!+**(8. Les mêmes résultats sont 
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observés à la fois sur des biopsies de tumeur pulmonaire mais aussi sur une lignée tumorale 
pulmonaire. Les images d’immunofluorescence permettent de confirmer qu’une partie des 
connexines exprimées ont une localisation cytoplasmique aberrante, avec pour conséquence 
la diminution du nombre de canaux fonctionnels ; quelques protéines sont correctement 
exprimées à la membrane formant des plaques jonctionnelles, assurant une fonctionnalité 
de ces dernières. On peut donc en conclure que bien qu’elles soient sous-exprimées et 
qu’une partie de l’expression de celles-ci soit ectopique, le peu de connexines à la 
membrane suffirait pour assurer une fonctionnalité minimale des jonctions communicantes. 
 
L’effet bystander sera plus ou moins important suivant que les métabolites cytotoxiques 
sont diffusibles ou non. Ainsi, le cyclophosphamide et son métabolite actif, le 4 OH-CPA 
présente l’avantage de diffuser passivement à travers les membranes cellulaires ,O60!6@!3?A7!
)(($8!,J=61!314!O3`;317!)(($8!,G:064?52!6@!3?A7!)(('8!(Gunther et al., 2006) et donc de passer 
d’une cellule à une autre de proche en proche jouant ainsi un rôle dans l’efficacité 
thérapeutique de notre système de GDEPT. D’autant plus, que nos expériences de 
spectrométrie de masse ont montré que le métabolite actif du CPA le 4-OH-CPA est 
relativement stable dans le milieu de culture des cellules A549 et renforcent ainsi l’idée que 
l’effet bystander impliquant la diffusion passive est utilisé par le 4-OH-CPA dans notre 
système.!
!
Cependant, en plus de la diffusion passive utilisée par le 4-OH-CPA, il était 
intéressant d’étudier l’implication des jonctions communicantes dans notre étude pour 
renforcer et amplifier l’effet bystander et donc l’efficacité thérapeutique de notre GDEPT. 
En effet, dans la combinaison thymidine kinase / ganciclovir, des études ont démontré que 
le métabolite actif du ganciclovir passait exclusivement par les jonctions communicantes du 
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fait de son état physicochimique (phosphorylé) ne lui permettant pas de diffuser 
passivement à travers les membranes cellulaires ,N0@@27!)((#8!,K6210?!6@!3?A7!)((%8!,C?2=3;0!6@!
3?A7! )((%8! ,G0BX! 6@! 3?A7! )(($8! ,K6210?7! +**#8A Ainsi, le  4-OH-CPA, d’un point de vue 
physicochimique, n’a pas de problèmes pour diffuser passivement à travers les membranes 
cellulaires ,O60! 6@! 3?A7! )(($8! ,J=61! 314!O3`;317! )(($8! ,G:064?52! 6@! 3?A7! )(('8! (Gunther et al., 
2006) mais peut également traverser les cellules grâce à la communication intercellulaire 
établie par les jonctions communicantes. Cette communication intercellulaire, existe bien 
dans les cellules A549 comme nous l’avons démontré avec la présence de la Cx43 dans nos 
expériences de Western Blot, d’immunofluorescence et qu’il existe bien un couplage 
jonctionnel (Gap-FRAP). Cependant, ces expériences nous ont confirmé également que 
l’expression de la Cx43 était diminuée et qu’elle se localisait anormalement dans le 
cytoplasme diminuant ainsi le couplage jonctionnel entre les cellules A549 (15% de retour 
de fluorescence contre 30% pour les cellules SerW3, cellule de Sertoli non tumorale ,G05:010!
6@!3?A7!+**'8 qui expriment fortement les connexines) comme il a pu être amplement décrit 
dans la littérature ,N501@02!6@!3?A7!+**&8!,J:5106:!6@!3?A7!+**(8 
Ainsi, ces données ne sont pas suffisantes pour nous permettre de penser que l’effet 
bystander du 4-OH-CPA, qui a la capacité de diffuser passivement à travers les 
membranes, utilisent également les jonctions communicantes pour traverser les cellules. En 
effet, nos expériences ne montrent pas que le 4-OH-CPA passe à travers les jonctions 
communicantes établis entre les cellules A549 et donc de l’affirmer avec certitude. En effet, 
les canaux de connexines laissent passer une grande variété de molécules d’une taille 
inférieure à 1 kDa ,>554615./=! 314! N3.?7! +**(8, mais possèdent des perméabilités 
différentes en fonction du type de connexines mises en jeu avec la formation de canaux 
homotypiques et canaux hétérotypiques ,95F3?7!+**%8 ,>554615./=!314!N3.?7!+**(8!,J3:6@@6!6@!
3?A7!+**(8A De plus, d’autres molécules peuvent passer à travers les jonctions communicantes 
!!
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Figure 37 : Résultats Gap-FRAP et Mortalité cellulaire après traitement au CPA de 
cellules A549 CYP2B6TM-RED en présence ou non d’ !-GA (inhibiteur de connexines) 
A) Images de microscopie confocale avant et après photoblanchiement de cellules A549 fluorescentes. Les 
cellules ont été mises ou non au contact de CPA ou d’inhibiteur des connexines l’!-GA. En haut à droite de 
chaque image, la fluorescence a été reconstituée à l’aide de fausse couleurs (plus les couleurs sont chaudes plus 
la fluorescence est importante. Les cellules photoblanchies sont indiquées par une étoile. 
Pourcentage de retour de fluorescence après photoblanchiement en fonction de différentes conditions (cellules 
exprimant ou non le CYP2B6TM-RED, exposée au CPA ou non, à l’!-GA ou non) 
B) En bleu, les cellules ne sont pas en contact avec l’!-GA, en rouge les cellules sont incubées pendant une 
heure en présence d’AGA. La viabilité cellulaire a été mesurée à l’aide d’un test MTS. 
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et exercer des effets pro ou anti apoptotiques ,93;6:0@2B=! 6@! 3?A7! +*)"8! jouant un rôle dans 
l’amplification des signaux de mort dans les cellules tumorales mais ne serait pas due 
« directement » au passage des métabolites cytotoxiques à travers les jonctions 
communicantes. Enfin certaines études ont montré que lorsque l’on utilisait des inducteurs 
du couplage jonctionnel et/ou d'expression des connexines, comme l’AMPc, les rétinoïdes 
et les caroténoïdes , cela permet d’ amplifier l'efficacité de la GDEPT (Kandouz and Batist, 
2010 ) {Xiao, 2013 #496). Ainsi, Ces données suggèrent potentiellement un cumul de 
fonction des connexines dans leur effet bystander en GDEPT. 
Pour vérifier que le 4-OH-CPA passe à travers les jonctions communicantes établies 
entre les cellules A549, il serait intéressant d’envisager un procédé qui rendrait le 
métabolite actif, 4-OH-CPA, fluorescent et qui serait alors visible et pourrait être suivi dans 
des cellules vivantes par vidéomicroscopie à fluorescence. Des modèles de reconstruction 
des membranes artificielles pourraient permettre d’étudier le passage des métabolites à 
travers celles-ci. Malheureusement, ces modèles ne peuvent être établis que sur des 
modèles in vitro et pas in vivo. Nous ne disposons à l’heure actuelle d’aucun outil 
d’imagerie suffisamment puissant permettant de descendre au niveau cellulaire in vivo. La 
part de chaque mécanisme impliqué dans l’effet bystander in vivo restera une hypothèse 
jusqu’au jour où nous disposerons d’outils puissants d’imagerie. 
 
En conclusion, toutes ces expériences effectuées in vitro, montrent que : 
1) en présence d’inhibiteur de connexines (AGA), on retrouve une légère diminution 
de la sensibilisation au CPA (figure 37) et que la diffusion passive est 
potentiellement le mécanisme essentiel dans l’effet bystander du CPA. 
2) Ces expériences ne suffisent pas pour démontrer que l’effet cytotoxique du 
métabolite actif du CPA observé dans notre système GDEPT soit exercé in vivo  
! )*"!
uniquement par la diffusion passive et potentiellement par la présence de quelques 
jonctions communicantes. 
3) En particulier, des phénomènes de type bystander « à distance » mentionnés dans la 
littérature tels que des effets immunitaires antitumoraux, des actions dans le 
microenvironnement tumoral… sont autant d’autres mécanismes pouvant jouer un 
rôle synergique avec la diffusion passive, la diffusion via les jonction 
communicantes dans l’effet bystander observé dans la GDEPT. 
 
!
Figure 38 : Représentation schématique de la production de vecteurs pseudotypés et 
l’interaction avec leurs cibles 
 (D’après Sander et al., 2002)  
 
 
La production des vecteurs viraux implique l’utilisation de 3 plasmides. 
Les virus avec les protéines Env à la surface peuvent infecter la cellule verte avec les 
récepteurs magenta, mais pas la cellule bleue. Les virus pseudotypés possède un tropisme 
altéré et peut infecter que la cellule bleue avec les récepteurs noirs, mais pas la cellule verte. 
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ANNEXE IV : Ciblage des cellules 
Une des limitations à la thérapie génique, c’est le manque d’efficacité du système de 
transfert et le manque de spécificité pour sa cible. Ces manques sont à l’origine de résultats 
moyens voire très décevants lorsqu’une application de thérapie génique passe du stade 
préclinique au stade clinique. Pour palier à cela, des systèmes ont été mis au point afin de 
permettre de cibler de manière plus spécifique les cellules tumorales. Il s’agit 
principalement d’agir au niveau du vecteur de transfert qu’il soit viral ou non, en modifiant 
son tropisme. Pour cela des récepteurs tumoraux spécifiques pourraient constituer de 
bonnes cibles pour l’interaction avec le vecteur. Par exemple, des glycoprotéines de 
membrane de l’enveloppe virale, pour un vecteur viral, pourront être spécifiques d’un 
récepteur cellulaire (figure 38). Des anticorps peuvent également être greffés à la 
membrane du vecteur pour interagir selon une réaction anticorps – antigène pour transférer 
l’information génétique dans la cellule cible uniquement. 
L’action pourra également être menée au niveau transcriptionnel, en permettant une 
expression tissu spécifique. Pour cela un promoteur peut être utilisé en amont de la 
séquence du transgène assurant une expression dans le seul tissu où le promoteur peut être 
induit. Ce promoteur utilisé étant spécifique d’un tissu tumoral, l’expression du transgène 
sera alors réduite à sa cible. On parlera ici de ciblage transcriptionnel. D’autres techniques 
consistent à empêcher la transcription de l’ARNm du transgène dans les tissus sains 
avoisinant la tumeur par l’utilisation des miRNA exprimés dans les tissus. Pour cela, des 
séquences cibles de miRNA, exprimés dans les tissus sains et non exprimés dans les 
tumeurs, sont introduites dans la séquence non codante du transgène. L’ajout de ces 
séquences permettra l’expression du transgène dans les tumeurs mais empêchera son 
expression dans les tissus sains avoisinants. 
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Une revue des techniques actuellement mises au point pour améliorer le ciblage des 
vecteurs a été rédigée dans un chapitre intitulé Cancer gene therapy : the new targetting 
challenge, publié dans le livre Current Cancer Treatement – Novel beyond conventional 
approaches. 
 
! )*%!
 
Chapitre publié dans Current cancer treatment – 
Novel beyond conventional approaches. 
 
Cancer Gene Therapy: the New Targeting Challenge 
Walid Touati, Philippe Beaune and Isabelle de Waziers (2011). ISBN: 978-953-307-397-2, 
InTech, DOI: 10.5772/24788.  
http://www.intechopen.com/books/current-cancer-treatment-novel-beyond-conventional-
approaches/cancer-gene-therapy-the-new-targeting-challenge 
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I. Développement d’une stratégie de régulation de 
l’expression du transgène à l’aide de séquences cibles 
de microARN 
 
Ce travail a été réalisé avec Djohra Bouchama que j’ai co-encadrée pendant son master 2 
(M2 : janvier - juin 2012). 
 
I.1 Les microARN 
Les microARN (miARN ou mir) sont de petites molécules d’ARN non codants 
d’environ 20 nucléotides, qui jouent un rôle essentiel dans le contrôle de l’expression des 
gènes ,W66!6@!3?A7!)(("8A! 
La biogenèse des miARN comporte quatre étapes principales (figure 39). Ils sont transcrits 
par une ARN polymérase II dans le noyau sous la forme de longs transcrits, les pri-miARN, 
qui font une centaine de nucléotides, et qui sont majoritairement coiffés et polyadénylés. A 
ce stade ils contiennent plusieurs structures en épingle à cheveux. Ces pri-miARN sont 
ensuite pris en charge par une ribonucléase III, Drosha, qui interviendra à l’aide de son co-
facteur DGCR8 (DiGeorge syndrome Critical Region gene 8) pour former les pré-miARN, 
long d’environ 70 nucléotides. Les pré-miARN sont ensuite transloqués de manière active 
dans le cytosol par l’intermédiaire de l’exportine 5 et de Ran-GTP. Une fois dans le 
cytosol, ils seront clivés par une seconde ribonucléase III, Dicer, qui va hydrolyser la 
structure en boucle et engendrer un duplex d’environ 20 nucléotides. On obtient alors un 
miARN mature qui est transféré au complexe multiprotéique RISC (RNA – induced 
silencing complex). A ce stade, une hélicase va entrer en jeu pour séparer le double brin du 
!!
Figure 39 : Biogenèse des microARN 
(D’après Touati et al., 2011) 
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duplex et l’association de protéines de la famille Argonaute (Ago) qui stabilisent le brin 
monocaténaire du miARN au sein du complexe RISC. ,a/06:UH6102!6@!3?A7!+**&8! 
Ces miARN ne sont pas traduits en protéines, ils vont jouer un rôle dans la régulation de 
l’expression des protéines. Les miARN comportent en leur extrémité 5’ une séquence 
appelée « seed sequence » qui va servir de guide pour le complexe RISC pour identifier la 
séquence complémentaire sur l’ARN messager (ARNm), cible des miARN. Les sites de 
fixation des miRNA sont souvent situés au niveau de l’extrémité 3’ non traduite (3’ UTR) 
des ARNm cibles. La liaison des 2 – 8 premières bases sur la séquence 3’UTR sont 
déterminantes pour la régulation. Le complexe RISC inhibe alors l’expression du gène par 
répression de la traduction ou par dégradation de l’ARNm. 
 
I.2 Les microARN comme outil de régulation de 
l’expression du transgène 
Une méthode de régulation de l’expression du transgène hors de sa cible par 
l’intermédiaire des miARN peut être mise au point 
De nombreuses études ont montré que certains miARN étaient sur- ou sous exprimés selon 
les tissus mais également dans les cellules saines par rapport aux cellules tumorales 
,N3??31@6!6@!3?A7!+*)*8!,L51/!314!K6?@S6:7!+*)+8!,Y=31/!6@!3?A7!+*)"8!,K3:X5.!6@!3?A7!+*)"8!,W0.!6@!3?A7!
+*)"8. L’idée est donc d’utiliser ces variations d’expression de miARN entre cellules ainsi 
que leurs propriétés de régulation de l’expression des gènes pour moduler l’expression d’un 
transgène. Pour cela, des séquences cibles d’un (ou plusieurs) miARN seront incluses dans 
la région 3’ non traduite du transgène ce qui permettra l’expression du transgène dans les 
cellules qui n’exprime(nt) pas ce (ou ces) miARN (cellules tumorales) et l’inhibition de 
l’expression du transgène dans les cellules qui l’expriment (cellules saines) (figure 40) 
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(voir chapitre publié dans Current cancer treatment : Novel beyond conventional 
approaches). 
A l’origine, l’utilisation des miARN pour réguler l’expression issue d’un transgène, a été 
mise au point par l’équipe de Luigi Naldini en 2007 ,E:5\1! 6@! 3?A7! +**&<8! ,E:5\1! 6@! 3?A7!
+**&38. Leur but était d’inhiber l’expression d’un transgène au niveau de cellules 
hématopoïétiques. En effet, ils avaient mis en évidence le développement d’une réaction 
immunitaire dirigée contre le transgène médiée par l’expression de celui-ci dans les cellules 
hématopoïétiques. Ils ont alors décidé d’insérer des séquences cibles du mir 142-3p 
exprimé très fortement dans les lignées hématopoïétiques. Les résultats obtenus ont permis 
de mettre en évidence une inhibition spécifique de l’expression du transgène au niveau des 
cellules hématopoïétiques mais pas dans les autres types cellulaires ainsi qu’une diminution 
de la réaction immunitaire dirigée contre le transgène. 
Cette technique a déjà été testée dans des stratégies GDEPT ,O.!6@!3?A7!+**(8!,L.S.X0!6@!3?A7!
+**'8. Par exemple, Suzuki et al., en 2008 ,L.S.X0!6@!3?A7!+**'8, ont utilisé une technique de 
gène suicide (Tk/ganciclovir) dans le traitement de cancer du foie (hépatome), en utilisant 
comme vecteur du transgène des adénovirus. Ils ont montré qu’une injection intratumorale 
d’adénovirus recombinant entraînait sa dissémination via la circulation systémique et 
provoquait des toxicités hépatiques. Pour limiter cette hépatotoxicité, ils ont alors décidé 
d’ajouter en position 3’ non traduite de la séquence de leur transgène, des séquences cibles 
du mir 122a, qui est sur-exprimé dans le foie. L’ajout de ces séquences a permis d’inhiber 
l’expression du transgène dans le foie et a ainsi permis de limiter significativement 
l’hépatotoxicité. 
Des études ont montré que pour l’inhibition soit efficace, ces séquences cibles doivent être 
répétées quatre fois ,H561B=!6@!3?A7!+**"8A 
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Présentation du travail 
Nous avons décidé de développer une stratégie d’inhibition de l’expression du gène 
de fusion CYP2B6TM-RED dans les tissus sains. La première étape a consisté à 
sélectionner dans la littérature des miARN candidats non exprimés dans les lignées 
tumorales humaines de poumon et surexprimés dans des tissus sains chez l’Homme. Nous 
avons vérifié par qRT-PCR que ces miARN sélectionnés (mir 26a, mir 142 et let-7a) 
n’étaient pas exprimés dans les ARN totaux de différentes lignées pulmonaires humaines 
mais l’étaient dans des ARN totaux de tissus sains (poumon, foie, cellules sanguines). Nous 
avons sélectionné le miARN dont l’expression est la plus différente (mir 142) et nous avons 
inséré 4 copies de la séquence complémentaire de ce miARN dans la région 3’ non-traduite 
du gène rapporteur de la Green Fluorescent Protein (GFP) cloné dans le plasmide pGL3. Ce 
plasmide a alors été transfecté dans des lignées tumorales pulmonaires humaines A549, et 
nous avons vérifié les niveaux d’expression de la GFP avec ou sans co-transfection d’un 
plasmide d’expression du mir142 (pmir 142). 
 
Matériels et Méthodes 
 ARN totaux de tissus sains et tumoraux 
Les ARN totaux proviennent de cellules de tissus sains humains adultes 
(CliniSciences). Trois types tissulaires ont été utilisés : poumon issu de cinq donneurs, foie 
issu de cinq donneurs et de leucocytes issu d’un donneur. 
 
Extraction des ARN totaux 
L’extraction des ARN totaux y compris les miRNA a été réalisée à l’aide du kit 
miRVANA miRNA isolation kit (Applied Biosystems) ou à l’aide du kit miRNeasy mini 
kit (Qiagen). 
! )))!
 
 Quantification des microARN par PCR quantitative (qPCR) 
Sur les ARN totaux, une transcription inverse « amorce-spécifique » (pour chacun 
des miARN étudié) a été réalisée à l’aide du kit TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 
kit (Applied Biosystem).  
Le niveau d’expression des miRNA est quantifié par PCR quantitative à l’aide de sondes 
fluorescentes Taqman spécifiques de chaque miRNA (Applied Biosystem). L’ARN 
nucléolaire RNU 48 a été utilisé comme ARN de référence. 
 
Synthèse de la séquence complémentaire du miRNA142 
Les séquences, sens et antisens, de hsa-mir-142 (mir 142) sont obtenus dans la base 
de données mirbase (Stem-loop sequence MI0000458) http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000458. 
La synthèse des oligonucléotides, sens et antisens, est réalisée de telle sorte que leur 
appariement fasse apparaître les sites de clonage ouverts XbaI et FseI. Les oligonucléotides, 
4x.mir-142.Target (mir 142T), contiennent 4 copies d’une séquence cible (soulignée) 
parfaitement complémentaire au microARN ,H561B=!6@!3?A7!+**"8A 
-Brin sens :  
5’ctagaGTAGTGCTTTCTACTTTATGCGATGTAGTGCTTTCTACTTTATGCACTGA
GTGCTTTCTACTTTATGTCACGTAGTGCTTTCTACTTTATGggccgg 3’ 
-Brin anti-sens : 
5’ccCATAAAGTAGAAAGCACTACGTGACATAAAGTAGAAAGCACTACAGTGCA
TAAAGTAGAAAGCACTACATCGCATAAAGTAGAAAGCACTACt 3’ 
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Clonage de la séquence cible mir142T en aval de la GFP 
Le plasmide pGL3-promoter-vector dont le gène rapporteur est la firefly luciférase 
E176 (Promega) a été digéré par des enzymes de restriction pour remplacer le gène de la 
Luciférase par un autre gène rapporteur : la GFP (Green Fluorescent Protein) Le gène 
rapporteur a été intégré entre les sites NcoI et XbaI. La séquence complémentaire mir-142T 
a été intégrée au plasmide pGL3-GFP, dans la région 3’ non traduite (UTR) en aval de la 
GFP, afin d’obtenir la construction pGL3-GFP.mir142T. 
Transfection transitoire d’ADN plasmidique 
La transfection d’ADN plasmidique est réalisée grâce au kit Jet PEI® (Polyplus 
transfection) utilisant le polyéthylènimine (PEI). La transfection est réalisée lorsque les 
cellules sont à 50% - 80% de confluence. 
 
Microscopie à fluorescence 
Les cellules A549 sont ensemencées sur lamelles de microscopie puis transfectées par 
les plasmides pGL3.GFP ou pGL3.GFP.mir-142T  avec ou sans le plasmide d’expression 
du miARN 142 (pmir 142, CliniSciences) pour détecter la GFP au microscope à 
épifluorescence (Nikon). 
Après 36 heures d’incubation, les cellules sont fixées par une solution à base de 
paraformaldéhyde (PFA). 
Montage des lames : Une goutte de DAPI (qui colore les noyaux en se liant à l’ADN) est 
déposée sur chaque lame de microscope, préalablement identifiées et les lamelles sont 
déposées, les cellules étant du côté de la goutte. Les images sont traitées à l’aide du logiciel 
Image J. 
 
!!
Lignée cellulaire mir 142 (Ct) mir 26a (Ct) let-7a (Ct) 
A549 
H460 
calu-6 
H358 
H1299 
H1650 
H1975 
HCC 827 
HCC 4006 
> 33 > 33 > 33 
Tissu sain 
Poumon 23,8 26,4 24,6 
Foie 22,9 23,4 25,1 
Cellules sanguines 18,4 22,9 21,6 
 
Tableau 5 : Valeurs de Ct (après amplification par PCR) mes miARN 142, 26a et let-7a 
dans 9 lignées tumorales pulmonaires humaines, du tissu sain, poumon sain, foie sain et 
cellules sanguines !
Une valeur de Ct supérieur à 33 signifie que l’on ne détecte pas de miARN. La quantité de 
miARN dans les cellules ou le tissu est inversement proportionnelle à sa valeur de Ct"!!
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RESULTATS 
 
 Sélection de miARN dans la littérature 
Une revue de la littérature nous a permis de sélectionner des miARN qui sont à la 
fois sous-exprimés dans les cellules tumorales pulmonaires et surexprimés dans les cellules 
des tissus sains (cellules pulmonaires, cellules hépatiques, cellules sanguines). Les miARN 
sélectionnés sont : mir 26a, mir 142-3p et let-7a ,T3130=3:3!6@!3?A7!+**%8!,V31/!6@!3?A7!+*))8. 
Dans le détail, le mir 142 est très fortement exprimé dans les cellules sanguines tandis que 
le mir26a et let-7a font partie des dix miARN les plus exprimés dans les cellules 
pulmonaires saines ; et ils sont sous-exprimés dans les cellules tumorales ,L3X.:30! 6@! 3?A7!
+*))8. 
 
Expression relative des miARN sélectionnés dans les 
tissus sains et tumoraux 
Pour confirmer les données de la littérature, nous avons vérifié les niveaux 
d’expression relative des miARN 142, 26a et let-7a dans neuf lignées tumorales 
pulmonaires : A549, H460, Calu-6, H358, H1299, H1650, H1975, HCC827, HCC4006. 
Parallèlement nous avons également regardé les niveaux d’expression dans des tissus 
sains : pulmonaires, hépatiques, hématopoïétiques.  
Par qRT-PCR, nous pouvons voir que les trois miARN testés, mir 142, 26a et let-7a, 
ne sont exprimés dans aucune lignée tumorale pulmonaire testée (tableau 5) ; les cycles 
seuils des PCR (Ct) sont tous au-dessus de 33. En revanche, on peut mettre en évidence une 
expression des miARN sélectionnés dans les tissus sains. Les résultats montrent aussi des 
différences de niveau d’expression de ces miARN. Le mir 142 est le miARN le plus 
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Figure 41 : Images d’épifluorescence des cellules A549 après transfection par PGL3-
GFP et PGL3-GFP-mir142T avec ou sans pmir142 
Les cellules A549 sont transfectées grâce au jet Pei. La coloration bleue correspond aux 
noyaux, elle est obtenue grâce au DAPI. La coloration verte correspond à la GFP. 
(A) pGL3-luc ayant comme gène rapporteur la luciférase, non fluorescente, est utilisé comme 
témoin négatif. 
(B) pGL3-GFP est utilisé comme témoin positif. (C) pGL3-GFP.mir142T sert également de 
témoin positif démontrant qu’il n’y a pas d’effet de l’insertion des séquences mir142T sur 
l’expression de la GFP. (D) Lorsque pGL3-GFP.mir142T est cotransfecté avec pmir 142, on 
observe une extinction du signal. 
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exprimé dans les tissus sains, il possède les Ct les plus faibles, et n’est pas exprimé dans les 
lignées tumorales. 
Prenant en compte des résultats, nous décidons d’utiliser le mir 142 pour réaliser nos 
constructions plasmidiques. 
 
Expression de la GFP après transfection plasmidique : 
visualisation au microscope 
Pour pouvoir visualiser l’efficacité de cette stratégie, nous avons transfecté les 
cellules A549 par les plasmides pGL3-Luc (témoin négatif), pGL3-GFP (témoin positif) et 
pGL3-GFP.mir142T avec ou sans le plasmide d’expression du mir 142 (pmir 142).  
Nous observons (Figure 41), que le témoin négatif (A) n’émet pas de signal, alors que le 
témoin positif (B) émet une fluorescence verte correspondant à la GFP. Dans les cellules 
exprimant pGFP.mir142T (C), la GFP est également détectable (l’impression 
d’augmentation du signal est liée au choix du champ qui contenait plus de cellules que dans 
les autres conditions). Enfin nous observons une extinction du signal de la GFP (D) quand 
pmir 142 est surexprimé. L’expérience a été effectuée trois fois dans les mêmes conditions, 
et des résultats comparables ont été obtenus. 
 
Discussion 
Ce travail a permis de démontrer l’efficacité des miARN dans le contrôle de 
l’expression d’un transgène. Dans une stratégie de GDEPT l’ajout de séquences cibles de 
miARN pourrait s’avérer intéressante afin d’empêcher l’expression du transgène dans des 
cellules non ciblées, limitant ainsi d’éventuelles toxicités secondaires. 
Cette méthode s’est montrée efficace dans plusieurs modèles décrits dans la littérature 
,E:5\1!6@! 3?A7! +**&38! ,L.S.X0! 6@! 3?A7! +**'8. Un exemple nous intéresse particulièrement c’est 
!
n° type de tumeurs 
1067 adénocarcinome invasif 
1087 adénocarcinome invasif 
113 adénocarcinome invasif 
1267 carcinome épidermoïde 
210 adénocarcinome invasif 
260 adénocarcinome invasif 
373 carcinome épidermoïde 
401 adénocarcinome invasif 
51 adénocarcinome invasif 
647 adénocarcinome invasif 
Tableau 6 : nature histologique des biopsies tumorales pulmonaires !!
!
Figure 42 : Expression relative par rapport à une biopsie référence du miARN 142 dans 
des biopsies de tumeurs pulmonaires humaines et dans des tissus sains 
Biopsies de tumeurs pulmonaires humaines 
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l’étude de maladie de Crigler-Najjar dans un modèle animal  de rat Gunn (Schmitt et al., 
2010). Cette maladie se caractérise par une absence d’expression de l’UDP-
glycosyltransferase 1 polypeptide A1 (UGT1A1) ce qui entraîne une hyper-bilirubinémie. 
Les chercheurs ont fait exprimer dans le foie des rats Gunn, à l’aide un lentivirus 
recombinant, le gène codant l’UGT1A1 afin de pallier l’absence de cette protéine dans la 
maladie. L’expression de ce gène permet de rétablir une bilirubinémie normale, mais il 
déclenche une réponse immunitaire contre la protéine codée par le transgène, entraînant une 
perte de l’expression du transgène dans le foie. L’hypothèse a alors été qu’une expression 
du transgène dans les cellules sanguines pouvait expliquer le déclenchement d’une réaction 
immunitaire dirigée contre le transgène. 
Pour limiter l’expression du transgène au niveau hépatique seulement, et éviter l’expression 
dans les cellules sanguines, ils ont donc inséré quatre séquences cibles du mir 142 
(fortement exprimé dans les cellules sanguines) dans la région 3’UTR  du gène UGT1A1, 
inhibant l’expression du gène dans les cellules sanguines et empêchant le déclenchement 
d’une réaction immunitaire. Cette stratégie a permis d’observer une expression stable (6 
mois) du gène UGT1A1 dans les cellules hépatiques et aucune réaction immunitaire dirigée 
contre le transgène. 
 
Par la suite, nous avons eu accès à des biopsies de tumeurs pulmonaires (Pr. C. Badoual, 
Hôpital Européen Georges Pompidou) (tableau 6) dans lesquelles nous avons mesuré le 
taux d’expression de mir 142 (figure 42). Contrairement à ce que nous avions observé dans 
les lignées pulmonaires, nous avons détecté une faible expression de mir 142 dans ces 
biopsies (Ct environ 28-29). Cependant ce niveau d’expression était comparable à celui que 
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nous avions observé dans les cellules A549 transfectées par le plasmide pmir 142 et qui 
était suffisant pour empêcher l’expression de la GFP.  
Au vu de ces résultats nous pensons que le mir 142 n’est donc pas le microARN idéal pour 
notre modèle expérimental. Nous avions choisi le mir 142 en fonction de son niveau 
d’expression dans des lignées tumorales pulmonaires humaines car celles-ci étaient 
disponibles au sein du laboratoire contrairement aux biopsies humaines qui sont plus 
difficiles à obtenir auprès des services d’anatomo-pathologie. Rétrospectivement, il aurait 
été plus judicieux de choisir le miARN en fonction de son expression dans les biopsies de 
tumeurs humaines. Il existe des puces d’expression des miRNA ,C013@7!+**%8!,T01!6@!3?A7!+**'8 
qui permettraient de cribler facilement l’expression des miRNA dans les biopsies 
pulmonaires humaines et dans les tissus sains pour choisir le ou les miRNA(s) les plus 
pertinents  
Néanmoins la preuve de concept a bien été faite dans ce modèle, et pourrait permettre de 
s’affranchir d’une éventuelle expression de notre transgène en cas de dissémination hors 
des cellules tumorales 
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ANNEXE V : Les cellules souches 
mésenchymateuses comme vecteur de transfert 
 
Ce travail a été réalisé avec Ikrame Amara que j’ai co-encadrée pendant son master 2 (M2 : 
janvier - juin 2013). 
 
 Aujourd’hui il n’existe pas encore de vecteur idéal en thérapie génique 
anticancéreuse capable de cibler spécifiquement la tumeur et limitant les toxicités 
indésirables. Les cellules souches mésenchymateuses représentent un outil intéressant dans 
le développement de nouvelles thérapies et notamment dans le domaine de la cancérologie 
du fait de leur propriété de tropisme tumoral. Nous nous sommes intéressés au 
développement de cellules souches mésenchymateuses comme outil de vectorisation de la 
GDEPT ; et dont voici les résultats préliminaires. 
I Les cellules souches 
 I.1Définition 
 Les cellules souches sont des cellules indifférenciées qui sont caractérisées par leur 
capacité d’engendrer tout type de cellules spécialisées de l’organisme par différenciation 
cellulaire. Elles sont aussi caractérisées par leur capacité à se maintenir par prolifération, il 
s’agit du principe d’auto-renouvellement. Ainsi, pour qu’une cellule soit définie comme 
cellule souche, elle doit posséder ces deux propriétés : auto-renouvellement et 
différenciation. On retrouve ces cellules principalement, et en grand nombre, dans les tissus 
embryonnaires, le fœtus, le sang de cordon. Chez l’adulte, les cellules souches se 
! ))'!
trouveront surtout au niveau de certains tissus, comme le tissu sanguin, le tissu osseux. 
Généralement les « cellules souches adultes » ont un potentiel de renouvellement et de 
différenciation faible par rapport aux cellules souches embryonnaires totipotentes.  
 
 Les cellules souches peuvent être divisées en 4 types principaux selon leur capacité 
de différenciation : 
- Cellules souches Totipotentes : ces cellules sont capables de donner naissance 
à un organisme vivant entier. Elles sont issues du développement très précoce 
de l’embryon et peuvent se différencier en n’importe quel type cellulaire de 
l’organisme. 
- Cellules souches Pluripotentes : contrairement aux cellules souches 
totipotentes, elles ne sont pas capables de donner un organisme vivant entier. 
Elles peuvent cependant se différencier en n’importe quelle cellule issue des 
trois feuillets embryonnaires primitifs (mésoderme, ectoderme, endoderme), y 
compris les cellules germinales. 
- Cellules souches Multipotentes : il s’agit de cellules déjà engagées dans une 
voie de différenciation. Elles ne pourront donc donner qu’un nombre limité de 
types cellulaires différenciés issus d’un feuillet embryonnaire primitif. 
- Cellules souches Unipotentes : ces cellules ne vont être capables de ne donner 
qu’un seul type de cellules différenciées. Elles sont considérées comme cellule 
souche car elles ont la propriété d’auto-renouvellement. 
Ces cellules jouent un rôle clé durant les périodes de développement, dès le stade d’œuf, en 
permettant l’obtention de n’importe quel type cellulaire et ainsi n’importe quel tissu ou 
organe. L’implication des cellules souches ne s’arrête pas seulement au stade de 
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développement, puisqu’on les retrouve à l’âge adulte où elles seront impliquées dans de 
nombreux phénomènes physiologiques, d’homéostasie. 
 
I.2 Les cellules souches mésenchymateuses 
 Parmi les différents types de cellules souches, les cellules souches 
mésenchymateuses appartiennent au sous-type des cellules souches multipotentes. Ces 
cellules ont été appelées ainsi pour la première fois en 1991 par Caplan. Avant cela, et 
aujourd’hui encore, elles sont aussi appelées CFU-F (colony Forming Units – Fibroblast) 
car elles ont été décrites comme cellules adhérentes, clonogéniques, non-phagocytaires et 
de type fibroblastique et possédant la capacité de donner naissance à des colonies 
fibroblastiques ; ou encore cellules stromales mésenchymateuses, du fait de leur soutien 
dans le développement du stroma ,J3R?31! 314! E:.46:7! +**)8A! Leur découverte remonte, 
cependant, bien avant. Elles ont été décrites pour la première fois par Friedenstein et al. en 
1971, comme cellules souches non-hématopoïétiques dans la moelle osseuse ,G:064612@601!
314!9.:3?625F37!)(&)8. La première purification de cellules souches mésenchymateuses a été 
réalisée grâce à leur capacité d’adhérence au plastique de culture. Cette technique est, 
aujourd’hui encore, utilisée pour isoler les MSC. 
Ces cellules souches non hématopoïétiques présentes dans la moelle osseuse ont ensuite 
montré leur capacité à se différencier in vitro en différents types cellulaires issus du feuillet 
mésodermique : ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes. C’est la raison pour laquelle elles 
ont été appelées cellules souches mésenchymateuses.  
 
On retrouve les cellules souches mésenchymateuses dans différents organes parmi lesquels 
poumon, muscle, tissu adipeux, moelle osseuse, sang, derme… ,YF30P?6:! 6@! 3?A7! +***8!
,>:51@=52!6@!3?A7!+**)8!,Y.X!6@!3?A7!+**+8!,K3:@01!6@!3?A7!+**'8 
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Les MSC présentent de nombreux antigènes mais ces marqueurs de surface ne sont pas 
spécifiques et sont retrouvés à la surface de cellules différenciées. Ces cellules souches 
mésenchymateuses ont ainsi une faible immunogénicité du fait, notamment, qu’elles 
n’expriment pas de marqueurs HLA de classe II ,N0@@61/6:!314!K3:@017!+**#8.  
Bien qu’elles ne soient pas immunogènes, ces cellules ont, en revanche, un effet 
immunosuppresseur, dose-dépendante, sur la prolifération des lymphocytes T. Ce 
phénomène serait du à la libération de facteurs solubles (TGFß1, interleukines) dans le 
microenvironnement par les cellules souches mésenchymateuses ,H0!_0B5?3!6@!3?A7!+**+8A Elles 
possèdent en outre un tropisme particulier pour les sites inflammatoires et lésés mais plus 
particulièrement pour les tumeurs. Les MSC auront tendance à migrer suivant un gradient 
de chimiokines parmi lesquelles CXCL-12 ,E:61161! 6@! 3?A7! +*)"8! ,].1/! 6@! 3?A7! +*)"8. Cette 
propriété d’adressage vers un tissu lésé qui existe à l’état physiologique peut être mise à 
profit en thérapeutique pour avoir accès à des lésions, des tumeurs difficiles d’accès.  
 
Sur l’ensemble des essais cliniques utilisant des cellules souches mésenchymateuses, 
89,7% étaient issues de la moelle osseuse du patient, 5,6% du tissu adipeux et 4,7% d’un 
tissu placentaire (http://clinicaltrials.gov/). 
Bien qu’elles soient limitées dans leur potentiel de prolifération et de différenciation par 
l’âge de l’individu chez lequel elles sont prélevées, les MSC sont des cellules immatures 
qui peuvent proliférer jusqu’à la quarantième génération ,E:.46:! 6@! 3?A7! )((&8! ,G6=:6:! 314!
W6RR6:401/6:7!+**$8.  
 
 
!!
Figure 43 : Stratégies de prélèvement d’isolation et d’applications cliniques des cellules 
souches mésenchymateuse 
(D’après Martinaud et al., 2010) 
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I.3 L’utilisation de cellules souches en thérapie 
 L’utilisation de cellules souches en thérapie se heurte à des problèmes éthiques du 
fait du prélèvement de cellules souches au niveau embryonnaire ou fœtal (figure 43). 
L’utilisation de cellules issues du sang de cordon ombilical est également problématique 
bien que celui-ci soit destiné à être éliminé.  
Les protocoles ayant satisfait aux comités d’éthiques, se sont principalement tournés vers 
des applications de régénération ou de reconstruction ,90;! 314! J=57! +*)"8. Les cellules 
souches mésenchymateuses représentent la majorité du sous-type de cellules souches, 
notamment du fait de la disponibilité. De nombreux exemples, de phase I, concernent des 
reconstructions osseuses ou de cartilages. Dans ces exemples les cellules souches sont 
issues de greffes allogéniques de moelle osseuse ,-5:\0@S!6@!3?A7!)(((8! ,-5:\0@S!6@!3?A7!+**+8!
,O3X0@310!6@!3?A7!+**+8!,O3X0@310!6@!3?A7!+**#8!,W6!E?31B!6@!3?A7!+**$8!,9.:543!6@!3?A7!+**&8!,O3X0@310!
6@! 3?A7! +**&8 Dans ces études de phase I, les résultats ont été satisfaisants quelque soit le 
protocole puisqu’ils ont tous permis une amélioration des signes cliniques. D’autres 
exemples pour le traitement de l’infarctus du myocarde ont été entrepris avec des résultats 
encourageants ,J=61!6@!3?A7!+**#8!,J=61!6@!3?A7!+**%8!,93@:0@202!6@!3?A7!+**$8!,93@:0@202!6@!3?A7!+**&8!
,T31/!6@!3?A7!+*)*8A!Des études ont également été menés sur des pathologies liées au système 
nerveux ,]031/!6@!3?A7!+*)"8!
 
I.4 L’utilisation de cellules souches mésenchymateuses en 
thérapie antitumorale 
 Les cellules souches mésenchymateuses sont de plus en plus étudiées comme 
vecteurs de thérapie en thérapie anticancéreuse. L’utilisation de ces cellules pour le ciblage 
des tumeurs s’explique par le tropisme des MSC pour ces dernières. La présence de cellules 
!!
Figure 44 : Protocole de prélèvement et d’isolation de cellules souches 
mésenchymateuses chez un patient à partir de tissu adipeux 
(D’après Locke et al., 2009) 
 
Du tissu adipeux du patient est prélevé par liposuccion. Les cellules sont ensuite centrifugées 
puis isolées en fonction du type cellulaire. Les cellules souches mésenchymateuses sont 
récupérées puis ensemencées pour être transformées ou différenciées en tissu. Les cellules 
pourront ensuite être réinjectées au patient pour l’application thérapeutique désirée. 
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souches mésenchymateuses dans le microenvironnement tumoral et la migration de MSC 
vers les foyers tumoraux ,L51/!314! W07! +*))8! ,N3:X!6@! 3?A7! +*))8 sont des propriétés utilisées 
pour cibler les tumeurs. Ainsi elles sont de plus en plus utilisées en GDEPT (figure 44). 
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Présentation du travail 
Une des limitations de la GDEPT réside dans le ciblage des cellules tumorales. 
L’utilisation de cellules souches mésenchymateuses capables de migrer au niveau des 
tumeurs représente donc une alternative intéressante aux vecteurs de transfert 
« classiques ».  
Nous avons développé une stratégie basée sur l’utilisation de MSC exprimant notre gène de 
fusion CYP2B6TM-RED, après infection par un lentivirus recombinant. La première partie 
de ce travail a consisté à infecter les MSC de souris C57Bl/6 avec le LV-CYP2B6TM-
RED, à  vérifier les niveaux d’expression du transgène, puis la sensibilité de ces cellules 
transduites au CPA. Dans un deuxième temps, nous avons vérifié qu’en présence de 
cellules souches mésenchymateuses transduites et de CPA, les cellules tumorales TC1 
mouraient du fait de la métabolisation du CPA par les MSC et de la diffusion des 
métabolites cytotoxiques dans les cellules TC1 (effet bystander). Pour cela, nous avons 
réalisé des co-cultures de cellules TC1 et MSC transduites que nous avons ensuite traitées 
au CPA. 
 
Matériels et Méthodes 
Cultures cellulaires 
Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) de souris C57BL/6 (GIBCO), sont 
cultivées dans du milieu DMEM High glucose (GIBCO) contenant 10% de sérum de veau 
fœtal (SVF), de la streptomycine (50 !g/mL), pénicilline (200 UI/mL) et fungizone (0,5 
!g/mL) et du sodium pyruvate (1 mM).  
!
Figure 45 : Expression relative en ARNm (2-!Ct) CYP2B10, CYP2B6 et RED dans des 
cellules MSC NI (non infectées) et MSC CYP2B6TM-RED 
Les résultats sont exprimés en 2-!Ct (ordonnés). 
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Les cellules TC1-Luc2, lignée tumorale pulmonaire issue de souris C57BL/6 exprimant la 
luciférase de manière stable, sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (L-glutamine) 
contenant 10% de sérum de veau fœtal, de la pénicilline (100 U/mL), streptomycine (100 
!g/mL), du sodium pyruvate (1 mM) et du G418 (0,4 mg/mL, antibiotique de sélection). 
Les cellules MSC et les TC1-Luc2 sont co-cultivées à différentes proportions (0% à 100%) 
dans du milieu DMEM High glucose. 
 
Infection lentivirale 
Les cellules sont infectées par un lentivirus (LV) CYP2B6TM-RED avec 200 particules 
infectieuses par cellule (MOI) durant 24 heures.  
 
Résultats 
 Expression du transgène CYP2B6TM-RED 
L’expression de l’ARNm du transgène a été mesurée par RT-PCR en temps réel, sur des 
cellules souches mésenchymateuses infectées par le lentivirus recombinant LV 
CYP2B6TM-RED. Des cellules souches mésenchymateuses n’ayant pas été infectées 
(MSC NI ; non infectées) sont utilisées comme contrôles. 
Les résultats montrent que les cellules non infectées n’expriment ni le CYP2B6, ni la RED. 
Au contraire on retrouve bien une expression de la protéine de fusion CYP2B6TM-RED 
dans les MSC qui ont été infectées par le LV CYP2B6TM-RED (figure 45). 
Puisqu’il s’agit de cellules murines, nous avons vérifié les niveaux d’expression de la 
forme orthologue du CYP2B6 chez la souris : le Cyp2b10. Les résultats montrent que les 
cellules MSC murines n’expriment pas, non plus, de Cyp2b10. 
 
!
Figure 46 : Viabilité cellulaire de cellules MSC CYP2B6TM-RED traitées au CPA 
durant 3 jours et IC50 !
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Viabilité cellulaire et test de cytotoxicité après 
traitement au CPA 
Après avoir fait exprimer la protéine de fusion CYP2B6TM-RED dans les cellules souches 
mésenchymateuses, nous avons voulu évaluer leur sensibilité au CPA. Pour cela, nous 
avons réalisé des tests de cytotoxicité MTS après traitement au cyclophosphamide. Les 
résultats des tests MTS mettent en évidence une bonne sensibilisation des cellules au CPA 
comparable aux cellules A549 ou TC1 (les IC50 sont comparables, environ 0.5 mM) (cf 
figure A549) (figure 46).  
 
Co-culture MSC – TC1-Luc2 : étude de la viabilité cellulaire 
 Des cellules tumorales TC1-Luc2 ont été co-cultivées avec des cellules souches 
mésenchymateuses (MSC) exprimant la protéine de fusion CYP2B6TM-RED. Dans ces 
cultures les MSC représentent soit 100, 50, 25 ou 10% de l’ensemble des cellules (figures 
47, 48). Lorsque l’on a 100% de cellules MSC CYP2B6TM-RED, on retrouve les résultats 
obtenus précédemment avec une très bonne sensibilisation des cellules au 
cyclophosphamide. On peut se rendre compte qu’en présence d’un mélange 50-50 de 
cellules MSC CYP2B6TM-RED et TC1-Luc2, on retrouve les mêmes résultats en termes 
de viabilité cellulaire par rapport à la condition où toutes les cellules MSC sont capables de 
métaboliser le CPA. De même, en présence de proportions plus faibles de MSC 
CYP2B6TM-RED, on retrouve toujours une mortalité cellulaire supérieure au pourcentage 
de cellules capables de métaboliser le CPA en métabolites cytotoxiques. 
 
DISCUSSION 
L’accessibilité des tumeurs est un impératif au succès de toute chimiothérapie. Dans le cas 
de thérapie génique, la difficulté d’accès aux tumeurs est synonyme d’incapacité d’utiliser 
!!
Figure 47 : Viabilité cellulaire de mélange cellulaire TC1 et MSC CYP2B6TM-RED 
 
Les cellules sont traitées au CPA durant 3 jours 
Rouge : TC1 (100%) ; Violet : TC1 (90%) + MSC CYP2B6TM-RED (10%) ; Vert : TC1 
(75%) + MSC CYP2B6TM-RED (25%) ; Jaune : TC1 (50%) + MSC CYP2B6TM-RED 
(50%) ; Bleu : MSC CYP2B6TM-RED (100%) !!
!
Figure 48 : Images microscopiques de mélanges de cellules TC1 et MSC CYP2B6TM-
RED traitées au CPA (1 mM) !!
Contrôles 
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cette thérapie. Or, dans la plupart des cas les tumeurs se trouvent dans un environnement 
complexe entouré de tissus sains, ou alors disséminées en plusieurs points de l’organisme, 
lors de la présence de métastases. Les cellules souches mésenchymateuses ont la 
particularité d’être capables de migrer au niveau des foyers tumoraux et ainsi cibler les 
tumeurs où qu’elles soient dans l’organisme ,T31/! 6@! 3?A7! +*)+8. Cette propriété peut alors 
être utilisée avec des cellules souches mésenchymateuses comme vecteur de transfert de 
gène ,W3S6116B7! +*))8. De récentes études in vivo ont montré que des cellules souches 
mésenchymateuses injectées à des souris ou des rats migrent vers le site tumoral ,9523X3!6@!
3?A7!+*)+8 !
Dans le cas de thérapie gène suicide, l’utilisation de cellules souches, exprimant une 
enzyme métabolisant une prodrogue anticancéreuse, se base sur les effets bystander et de 
diffusion passive des métabolites cytotoxiques ,K3@.2X5F3!6@!3?A7!+*)*8 ,Q;315!6@!3?A7!+*))8!,W0!
6@!3?A7!+*)+8A!  
Les résultats in vitro des mélanges confirment le fait que les cellules souches 
mésenchymateuses au contact de cellules tumorales insensibles au CPA, sont capables de 
sensibiliser ces dernières. De plus en plus d’études montrent l’efficacité de GDEPT 
vectorisées par MSC ,H\D6:!6@!3?A7!+*)*8!,Q;315!6@!3?A7!+*))8!,9523X3!6@!3?A7!+*)+8!,Q?@316:!314!
Q?@316:5F37!+*)+8!,W0!6@!3?A7!+*)+8. 
L’étude du tropisme et des mécanismes mis en jeu est un préalable indispensable. Bien que 
des hypothèses ont été émises pour expliquer en détail les raisons pour lesquelles les MSC 
migrent vers les tumeurs, il reste de nombreuses questions en suspens ,H5.B6@@6!6@!3?A7!+*))8 
,-.! 6@! 3?A7! +*)+8. La meilleure façon de se rapprocher de la réalité et de la complexité du 
microenvironnement tumoral consiste à faire faire des tumeurs orthotopiques aux souris. 
Nous avons prévu d’injecter des cellules tumorales TC1 directement dans les poumons de 
! )+&!
souris C57Bl/6 afin qu’elles aient des tumeurs pulmonaires. L’étude du tropisme pourra 
être réalisée en utilisant des cellules souches mésenchymateuses exprimant la luciférase, 
que l’on pourra suivre in vivo par bioluminescence.  
L’utilisation de cellules souches en thérapie anticancéreuse peut inquiéter, en raison de leur 
implication dans la cancérogenèse, le développement de résistances aux thérapeutiques et 
l’échec thérapeutique ,K3146?! 6@! 3?A7! +*)"8! ,>5;627! +*)"8. Un des avantages de cette 
technique réside dans le fait que les MSC en exprimant le CYP2B6TM-RED représentent 
la première cible du traitement CPA. Cette sécurité permet d’éviter toute dissémination des 
cellules hors de leur cible tumoral ou développement d’une nouvelle tumeur, en les 
neutralisants par l’administration de la prodrogue. 
Pour éviter tout risque de dissémination hors de la cible, toutes les cellules souches 
mésenchymateuses devront exprimer la protéine CYP2B6TM-RED. C’est pourquoi dans 
les expériences qui seront menées prochainement, seules des cellules dont on est sûr 
qu’elles expriment le CYP2B6TM-RED seront utilisées. Des clonages sont actuellement 
réalisés, par dilution limite, pour sélectionner les MSC CYP2B6TM-RED. 
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Résumé 
Les thérapies anticancéreuses ont connu ces dernières années un développement important ayant 
pour conséquence une amélioration dans la qualité de vie des patients. Cependant la survenue de 
résistances et la part significative de cancer sans traitement efficace nous oblige à envisager le 
développement de nouvelles stratégies anticancéreuses. 
Nous avons développé une nouvelle technique basée sur le principe du gène suicide en utilisant le 
gène du cytochrome P450 2B6 associé au cyclophosphamide (CPA). Cette technique qui consiste 
au transfert d’un gène métabolisant une prodrogue anticancéreuse dans la tumeur permet une 
sensibilisation des tumeurs à cette prodrogue.  
Le premier objectif de ce travail a consisté à améliorer le métabolisme de la prodrogue en 
construisant un gène muté du CYP2B6 en fusion avec la réductase, partenaire indispensable du 
CYP. 
Dans un deuxième temps nous avons transféré le gène CYP2B6TM-RED dans des cellules 
tumorales qui sont devenues sensibles au CPA entrainant une éradication des tumeurs. Ces résultats 
ont été confirmés in vivo sur des modèles de souris immunocompétentes. Nous avons, en plus de 
l’effet cytotoxique, mis en évidence un important effet bystander et le développement d’une 
immunité antitumorale spécifique. Ceci nous laisse penser que cette méthode peut permettre de 
protéger contre les récidives et les métastases. 
Les bons résultats obtenus dans le développement de cette nouvelle stratégie anticancéreuse, nous 
laissent espérer d’un futur passage en clinique. Pour cela de nouveaux modèles animaux devront 
être mis au point pour optimiser le transfert du transgène dans les tumeurs. 
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Abstract 
Anticancer therapies had, in recent years, an important development that results in an improvement 
in the quality of life of patients. However, the occurrence of resistance and the significant 
proportion of untreated cancer force us to consider the development of new anticancer strategies.!
We have developed a new technique based on the principle of suicide gene using the gene of 
cytochrome P450 2B6 associated with cyclophosphamide (CPA). This technique involves the 
transfer of a gene metabolizing an anticancer prodrug within the tumor allowing tumors 
sensitization to this prodrug. 
The first objective of this work was to improve the metabolism of the prodrug in building a mutated 
CYP2B6 fused with the reductase gene essential partner of CYP. 
In a second step we transferred the CYP2B6TM-RED gene in tumor cells that have been 
significantly sensitized. These results were confirmed on in vivo models of immunocompetent mice. 
In addition to the cytotoxic effect, mice were able to develop a specific anti-tumor immunity. This 
suggests to us that this method can protect against recurrence and metastasis. 
The good results obtained in the development of this new anticancer strategy, let us hope for a 
future transition into clinic. For this, new animal models will be developed to definitively validate 
the method. 
